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E . c o l l C 3 0 0 0 a n d F a mp a n d S a l m o n e l l a t y p h l m u r i u m WG 4 9 .
T o c o m p a r e t h e d e t e c t i o n a n d o c c u r r e n c e s o m a t i c a n d m a l e
-
s p e c i f i c c o l i p h a g e s i n e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e w a t e r s b e t w e e n ,
a m o n g , a n d w i t h i n h o s t g r o u p s .
T o d e t e r m i n e w h i c h c o l i p h a g e h o s t d e m o n s t r a t e d t h e b e s t
c o m b i n a t i o n o f s e n s i t i v i t y a n d s p e c i f i c i t y f o r F R N A c o l i p h a g e s
a n d f o r d e t e c t i n g f e c a l c o n t a m i n a t i o n .
B A C K G R O UN D A N D R E V I E W O F L I T E R A T U R E
W A T E R S U P P L Y A N D H E A L T H
T h e p u b l i c h e a l t h l i t e r a t u r e d o c u m e n t s t h a t t h e q u a l i t y o f
e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e w a t e r s ( a s d r i n k i n g w a t e r s u p p l i e s a n d
r e c r e a t i o n a l w a t e r s ) s t r o n g l y i n f l u e n c e s t h e h e a l t h o f t h e
p u b l i c . T h e p o t e n t i a l o f f e c a l l y c o n t a m i n a t e d w a t e r t o t r a n s m i t
d i s e a s e h a s b e e n w e l l e s t a b l i s h e d . W o r l d w i d e m o r e t h a n 2 5 0
m i l l i o n n e w c a s e s o f w a t e r b o r n e d i s e a s e a r e r e p o r t e d e a c h y e a r
r e s u l t i n g i n m o r e t h a n 1 0 m i l l i o n d e a t h s ( H a z e n 1 9 8 8 ) . N e a r l y
7 5 % o f t h e s e c a s e s o c c u r i n t r o p i c a l a n d s u b t r o p i c a l a r e a s o f t h e
d e v e l o p i n g w o r l d . O n e o f t h e t o p t h r e e d i s e a s e s i n t h e w o r l d
t o d a y i s d i a r r h e a l d i s e a s e , w h i c h c a n c a u s e e x t r e m e d e h y d r a t i o n
a n d d e a t h , e s p e c i a l l y i n v e r y y o u n g c h i l d r e n . I n m a n y d e v e l o p i n g
n a t i o n s d r i n k i n g a n d b a t h i n g w a t e r s c o n t i n u e t o b e a n i mp o r t a n t
t r a n s m i s s i o n r o u t e f o r t h e b a c t e r i a l , v i r a l , a n d p r o t o z o a n a g e n t s
r e s p o n s i b l e f o r d i a r r h e a l d i s e a s e s .
I n t h e U n i t e d S t a t e s t o d a y a n d i n m a n y i n d u s t r i a l i z e d
c o u n t r i e s t h e s i t u a t i o n i s m u c h d i f f e r e n t . T h e U n i t e d S t a t e s h a s
m a d e l a r g e c a p i t a l i n v e s t m e n t s i n f a c i l i t i e s t o t r e a t d r i n k i n g
w a t e r s p h y s i c a l l y a n d c h e m i c a l l y a n d t o p r o t e c t t h e m f r o m
c o n t a m i n a t i o n w i t h f e c a l m a t e r i a l . D e v e l o p m e n t s i n s a n i t a r y
e n g i n e e r i n g a n d w a t e r b a c t e r i o l o g y w e r e g r e a t l y r e s p o n s i b l e f o r
t h e r e d u c t i o n s i n w a t e r b o r n e o u t b r e a k s i n t h e e a r l y p a r t o f t h i s
c e n t u r y . W a t e r b o r n e o u t b r e a k s o f e n t e r i c b a c t e r i a l d i s e a s e s s u c h
a s c h o l e r a a n d t y p h o i d f e v e r , w h i c h w e r e c o mm o n i n t h e l a s t
c e n t u r y , a r e n o w e x t r e m e l y r a r e i n t h e U n i t e d S t a t e s .
H o w e v e r
,
t h e u n p r e c e d e n t e d 1 9 9 3 M i l w a u k e e o u t b r e a k o f
g a s t r o e n t e r i t i s d u e t o C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m u n d e r s c o r e d t h e
i m p o r t a n c e o f m a i n t a i n i n g a h i g h m i c r o b i o l o g i c a l q u a l i t y o f w a t e r
s u p p l i e s a n d d e m o n s t r a t e d t h e c o n s e q u e n c e s o f b r e a k d o w n s i n l a r g e
m u n i c i p a l t r e a t m e n t s y s t e m s . T h i s o u t b r e a k o f w a t e r b o r n e
p a r a s i t i c d i s e a s e a f f e c t e d o v e r 4 0 0 , 0 0 0 c i t i z e n s o r a b o u t h a l f
t h e p o p u l a t i o n o f M i l w a u k e e , W i s c o n s i n .
T h e r o l e o f w a t e r i n t h e t r a n s m i s s i o n o f e n t e r i c d i s e a s e s w a s
f i r s t d e m o n s t r a t e d i n t h e m o d e r n e r a b y J o h n S n o w d u r i n g a n
o u t b r e a k o f c h o l e r a i n L o n d o n i n 1 8 5 4 ( S n o w , 1 9 3 6 ) . A l t h o u g h t h e
a g e n t r e s p o n s i b l e f o r t h e o u t b r e a k , V i j b r i o c h o l e r a , w a s n o t
i d e n t i f i e d u n t i l 3 0 y e a r s l a t e r , S n o w d e d u c e d t h a t c o n t a m i n a t e d
w a t e r w a s r e s p o n s i b l e f o r t h e o u t b r e a k b y c o m p a r i n g t h e i n c i d e n c e
o f d i s e a s e b e t w e e n u p s t r e a m a n d d o w n s t r e a m c o mmu n i t i e s w h i c h d r e w
w a t e r f r o m d i f f e r e n t s o u r c e s n e a r t h e T h a m e s r i v e r . T h e
d o w n s t r e a m c o mm u n i t y w h i c h d r e w i t s w a t e r f r o m a p o l l u t e d p o r t i o n
o f t h e T h a m e s R i v e r h a d a m u c h h i g h e r i n c i d e n c e o f c h o l e r a t h a n a
s i m i l a r c o mm u n i t y w h i c h r e l i e d o n w a t e r t a k e n u p s t r e a m f r o m t h e
p o i n t o f c o n t a m i n a t i o n .
I n t h e U n i t e d S t a t e s
,
t y p h o i d f e v e r , c a u s e d b y t h e b a c t e r i u m
S a l m o n e l l a t y p h i , w a s o f g r e a t c o n c e r n a n d w a s r e s p o n s i b l e f o r
t h e e a r l y w o r k i n t h e d e v e l o p m e n t o f w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s .
E x p e r i m e n t s o n w a t e r f i l t r a t i o n w e r e f i r s t c a r r i e d o u t i n t h e
U n i t e d S t a t e s i n t h e l a t e 1 8 0 0 ' s , a n d t h e c h e m i c a l - c o a g u l a t i o n
-
f i l t r a t i o n p r o c e s s w a s p a t e n t e d i n 1 8 8 4 . A l a n d m a r k d e v e l o p m e n t
i n w a t e r t r e a t m e n t w a s t h e i n t r o d u c t i o n o f c h l o r i n e d i s i n f e c t i o n
i n 1 9 0 8 i n J e r s e y C i t y , N . J . B y 1 9 1 4 m o s t o f t h e c i t i e s i n t h e
U n i t e d S t a t e s w e r e u s i n g s o m e t y p e o f c h e m i c a l d i s i n f e c t a n t .
T h u s , t h e s t a n d a r d t r e a t m e n t s c h e m e u s e d t o d a y , f i l t r a t i o n a n d
d i s i n f e c t i o n , w a s e s t a b l i s h e d b y t h e e a r l y p a r t o f t h i s c e n t u r y .
T h e e f f e c t s o f t h e s e d e v e l o p m e n t s w e r e d r a m a t i c . T h e d e a t h
r a t e f r o m t y p h o i d f e v e r f e l l f r o m a n a v e r a g e o f 3 0 p e r 1 0 0 , 0 0 0 t o
l e s s t h a n 0 . 1 p e r 1 0 0 , 0 0 0 ( F a i r e t a l . , 1 9 6 7 ) . S i m i l a r
r e d u c t i o n s w e r e s e e n f o r o t h e r e p i d e m i c w a t e r b o r n e d i s e a s e s i n
t h e U n i t e d S t a t e s o v e r t h e p e r i o d 1 9 2 0
- 8 0 ( G r a p h 1 ) . T h e
i n c r e a s e i n o u t b r e a k s s i n c e 1 9 6 5 i s m o s t l i k e l y d u e t o b e t t e r
s u r v e i l l a n c e a n d r e p o r t i n g p r o c e d u r e s a s w e l l a s t h e i n c r e a s e d
n u m b e r o f i n d i v i d u a l s b e i n g s e r v e d b y c o m mu n i t y a n d n o n - c o m mu n i t y
w a t e r s y s t e m s . A l t h o u g h t h e n u m b e r o f o u t b r e a k s h a s n o t c h a n g e d
o v e r t h i s t i m e p e r i o d , t h e e t i o l o g i c a l a g e n t s r e s p o n s i b l e f o r
t h e s e o u t b r e a k s h a v e c h a n g e d . S a l m o n e l l a t y p h i , r e s p o n s i b l e f o r
t y p h o i d f e v e r , w a s t h e p a t h o g e n m o s t c o m m o n l y i d e n t i f i e d i n
w a t e r b o r n e o u t b r e a k s p r i o r t o 1 9 6 6 ( C r a u n 1 9 8 6 a ) . F r o m 1 9 6 6 - 7 5
h e p a t i t i s A v i r u s a n d S h i g e l l a w e r e t h e m o s t f r e q u e n t l y
i d e n t i f i e d , a n d f r o m 1 9 7 5 o n w a r d G i a r d i a l a m b l i a w a s c i t e d m o s t
o f t e n ( C r a u n 1 9 8 6 a ) . O v e r a l l t h e d i s e a s e m o s t o f t e n r e p o r t e d i s
a c u t e g a s t r o e n t e r i t i s o f u n d e f i n e d o r u n k n o w n e t i o l o g y ( C r a u n
1 9 8 8 ) . G r a p h 1 i l l u s t r a t e s w a t e r b o r n e o u t b r e a k s o f t y p h o i d
f e v e r
, g a s t r o e n t e r i t i s , a n d s h i g e l l o s i s f r o m 1 9 2 0 t o 1 9 8 0 ( C r a u n
1 9 8 6 a ) .
G r a p h 1
W a t e r b o r n e O u t b r e a k s o f
T y p h o i d F e v e r , G a s t r o e n t e r i t i s , a n d S h i g e l l o s i s f r o m 1 9 2 0 t o 1 9 8 0
1 4 0
ty p h o i d
g a s t r o e n t e r i t i s
s h i g e ll o s i s
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A d a p t e d f r o m C r a u n 1 9 8 6 a
W h i l e t h e n u m b e r s o f o u t b r e a k s d u e t o b a c t e r i a l p a t h o g e n s h a s
b e e n d e c r e a s i n g , t h e r e h a v e b e e n i n c r e a s i n g n u m b e r s o f o u t b r e a k s
c a u s e d b y o t h e r p a t h o g e n s , m o s t i m p o r t a n t o f w h i c h a r e h u m a n
e n t e r i c v i r u s e s a n d p r o t o z o a n s . D u r i n g t h e p e r i o d 1 9 8 6
- 8 8 t h e r e
w e r e 5 0 o u t b r e a k s w h i c h r e s u l t e d i n 2 5
,
8 4 6 c a s e s . O f t h e s e , o n l y
7 ( 1 4 % ) o f t h e o u t b r e a k s a n d 3 0 5 0 ( 1 1 . 8 % ) o f t h e c a s e s w e r e d u e
t o b a c t e r i a l a g e n t s [ S a l m o n e l l a , S h i g e l l a , a n d C a mp y l o b a c t e r ) .
A c u t e g a s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s o f u n k n o w n e t i o l o g y w a s
r e s p o n s i b l e f o r 4 8 % o f t h e o u t b r e a k s a n d 1 1 . 5 % o f t h e c a s e s
( C r a u n 1 9 8 8 ) . A c c o r d i n g t o L e v i n e e t a l . ( 1 9 9 0 ) , t h e i n c u b a t i o n
p e r i o d , d u r a t i o n o f i l l n e s s a n d s y mp t o m s f o r m a n y o f t h e s e
o u t b r e a k s s u g g e s t e d t h a t t h e y w e r e c a u s e d b y N o r w a l k
- l i k e
v i r u s e s .
T h e r e a l i z a t i o n t h a t m a n y o u t b r e a k s o f w a t e r b o r n e d i s e a s e o f
u n k n o w n e t i o l o g y m a y b e d u e t o e n t e r i c v i r u s e s c r e a t e d i n t e r e s t
i n d e t e r m i n i n g t h e r o l e o f d r i n k i n g a n d r e c r e a t i o n a l w a t e r
s o u r c e s i n t h e t r a n s m i s s i o n o f t h e s e a g e n t s . C o n c e r n a b o u t t h e
w a t e r b o r n e t r a n s m i s s i o n o f v i r u s e s s t e m s f r o m s e v e r a l f a c t o r s :
( 1 ) v i r u s l a d e n w a s t e s m a y c o n t a m i n a t e b o t h s u r f a c e a n d g r o u n d
w a t e r s
,
w h i c h m a y u l t i m a t e l y b e t h e s o u r c e w a t e r f o r a
c o m m u n i t y
'
s w a t e r s u p p l y ; ( 2 ) e n t e r i c v i r u s e s a r e o f t e n m o r e
r e s i s t a n t t o c o n v e n t i o n a l w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s s u c h a s
f i l t r a t i o n a n d d i s i n f e c t i o n ; ( 3 ) t h e i n f e c t i o u s d o s e o f v i r u s e s
f o r h u m a n s m a y b e a s s m a l l a s o n e c e l l c u l t u r e i n f e c t i o u s u n i t
a n d ( 4 ) e n t e r i c v i r u s e s c a n p r o d u c e a v a r i e t y o f d i s e a s e s , n o t
a l l o f w h i c h a r e r e a d i l y a n d c a u s a l l y i d e n t i f i e d a s a r i s i n g f r o m
c o n t a m i n a t e d d r i n k i n g w a t e r ( R a o a n d M e l n i c k 1 9 8 5 ) .
I n r e g i o n s w h e r e s e w a g e i s d i s c h a r g e d d i r e c t l y t o r e c e i v i n g
w a t e r s , o r a p p l i e d t o a g r i c u l t u r a l l a n d , l a r g e n u m b e r s o f v i r u s e s
m a y b e r e l e a s e d i n t o t h e e n v i r o n m e n t . R a w s e w a g e i s k n o w n t o
c o n t a i n l a r g e n u mb e r s o f e n t e r i c v i r u s e s a n d r e p o r t e d r e c o v e r i e s
o f v i r u s e s i n s e w a g e v a r y w i d e l y d e p e n d i n g o n t h e m e t h o d u s e d a n d
m a n y o t h e r f a c t o r s . A n a v e r a g e c o n c e n t r a t i o n o f 7 0 0 0 / L h a s b e e n
e s t i m a t e d ( C l a r k e e t a l . 1 9 6 4 , M e l n i c k 1 9 8 7 ) a n d t h e n u m b e r m a y
b e 1 0 0 t o 1 0 0 0 t i m e s h i g h e r i n l e s s d e v e l o p e d c o u n t r i e s ( M e l n i c k
a n d G e r b a 1 9 8 0 ) . W a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s a r e l e s s s u c c e s s f u l
10
i n r e d u c i n g v i r u s e s t h a n b a c t e r i a a n d t y p i c a l v i r u s r e d u c t i o n s b y
c o n v e n t i o n a l p r i m a r y a n d s e c o n d a r y t r e a t m e n t f o l l o w e d b y
d i s i n f e c t i o n a r e o n l y 9 0
- 9 9 % ( R a o a n d M e l n i c k 1 9 8 6 ) .
C o n v e n t i o n a l l y t r e a t e d w a s t e w a t e r e f f l u e n t m a y c o n t a i n
a p p r e c i a b l e l e v e l s o f e n t e r i c v i r u s e s w h i c h i n t u r n a r e
d i s c h a r g e d i n t o r e c e i v i n g w a t e r s .
O t h e r s o u r c e s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n s t e m f r o m p o i n t a n d n o n
-
p o i n t s o u r c e s . R e c r e a t i o n a l b o a t s a r e k n o w n t o d u mp s e w a g e
d i r e c t l y i n t o e n v i r o n m e n t a l w a t e r s . S e p t i c t a n k s w h i c h l e a k o r
a r e p o o r l y s i t e d c a n f e c a l l y c o n t a m i n a t e s o u r c e w a t e r s . W h e n
f l o o d i n g c o n d i t i o n s o c c u r , s e w a g e t r e a t m e n t p l a n t s m a y d i v e r t
w a s t e w a t e r t o o v e r f l o w o u t f a l l s w h i c h c a n l e a d t o s u r f a c e w a t e r
c o n t a m i n a t i o n . A n i m a l s a l s o c o n t r i b u t e t o t h e f e c a l p o l l u t i o n o f
e n v i r o n m e n t a l w a t e r s b u t p r e s e n t l e s s o f a v i r a l t h r e a t t o h u ma n
h e a l t h t h a n h u m a n f e c e s .
H U M A N E N T E R I C V I R U S E S
O v e r 1 0 0 t y p e s o f e n t e r i c v i r u s e s a r e e x c r e t e d b y i n f e c t e d
h u m a n s i n t h e i r f e c e s a n d s o m e a r e a l s o e x c r e t e d i n t h e i r
r e s p i r a t o r y s e c r e t i o n s , u r i n e , a n d o t h e r e x u d a t e s . T h e s e v i r u s e s
m a y f i n d t h e i r w a y e v e n t u a l l y i n t o s u r f a c e w a t e r s ( M e l n i c k a n d
G e r b a 1 9 8 0 ) . T a b l e 1 l i s t s t h e p r i n c i p a l f e c a l l y e x c r e t e d h u m a n
e n t e r i c v i r u s e s a n d t h e i r a s s o c i a t e d s y m p t o m s o r d i s e a s e s ( T a b l e
1 ) .
1 1
T a b l e 1
F e c a l l y E x c r e t e d H u m a n E n t e r i c V i r u s e s
V i r u s G r o u p D i s e a s e o r S y mp t o m s C a u s e d
E n t e r o v i r u s e s
P o l i o v i r u s
E c h o v i r u s
C o x s a c k i e A
C o x s a c k i e B
E n t e r o v i r u s t y p e s 6 8
- 7 1
P o l i o m y e l i t i s , m e n i n g i t i s , f e v e r
M e n i n g i t i s , f e v e r , g a s t r o e n t e r i t i s
H e r p a n g i n a , r e s p i r a t o r y d i s e a s e , f e v e r ,
m e n i n g i t i s , h a n d - f o o t - m o u t h d i s e a s e
M y o c a r d i t i s , p l e u r o d y n i a , f e v e r ,
m e n i n g i t i s
M e n i n g i t i s , e n c e p h a l i t i s , r e s p i r a t o r y
d i s e a s e , f e v e r , a c u t e h e m o r r h a g i c
c o n j u n c t i v i t i s
H e p a t i t i s A v i r u s I n f e c t i o u s H e p a t i t i s
N o r w a l k v i r u s , S m a l l R o u n d
V i r u s e s ( C a l i c i v i r u s e s ,
A s t r o v i r u s e s ,
P a r v o v i r u s e s , e t c . )
A c u t e a d u l t g a s t r o e n t e r i t i s
( e p i d e m i c v o m i t i n g a n d d i a r r h e a )
R e o v i r u s e s R e s p i r a t o r y a n d e n t e r i c i n f e c t i o n s
R o t a v i r u s C h i l d h o o d g a s t r o e n t e r i t i s ; d i a r r h e a
A d e n o v i r u s e s R e s p i r a t o r y d i s e a s e ,
- c h i l d h o o d
g a s t r o e n t e r i t i s
E p i d e m i c n o n - A , n o n - B
h e p a t i t i s v i r u s ( h e p a t i t i s
E v i r u s o r H E V )
I n f e c t i o u s h e p a t i t i s
C o r o n a v i r u s e s R e s p i r a t o r y i l l n e s s ; e n t e r i c
i n f e c t i o n s
A d a p t e d f r o m R a o a n d M e l n i c k 1 9 8 6 a n d H a v e l a a r 1 9 8 6
E N T E R O V I R U S E S
T h e e n t e r o v i r u s e s i n c l u d e p o l i o v i r u s e s , c o x s a c k i e v i r u s e s A a n d
B
,
e n t e r i c c y t o p a t h o g e n i c h u m a n o r p h a n v i r u s e s ( e c h o v i r u s e s ) a n d
e n t e r o v i r u s e s 6 9 - 7 1 . A l t h o u g h h e p a t i t i s A v i r u s ( HA V ) , f o r m e r l y
c l a s s i f i e d a s e n t e r o v i r u s 7 2 , i s m o r p h o l o g i c a l l y s i m i l a r t o t h e
e n t e r o v i r u s e s
,
H A V i s g e n e t i c a l l y d i s t i n c t i s n o w i n a s e p a r a t e
g e n u s ( h e p a t o v i r u s ) . T h e s e v i r u s e s b e l o n g t o t h e P i c o r n a v i r d a e
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f a m i l y a n d a r e s m a l l ( 2 7 n m ) , n o n - e n v e l o p e d , i c o s a h e d r a l s h a p e d
a n d c o n t a i n s i n g l e s t r a n d e d R N A . P o l i o v i r u s c a u s e s a s e v e r e
d i s e a s e , p a r a l y t i c p o l i o m y e l i t i s , a l t h o u g h t h i s c l i n i c a l d i s e a s e
o c c u r s i n o n l y 0 1 .
- 1
. 0 % o f i n f e c t i o n s ( R a o a n d M e l n i c k 1 9 8 6 ) . I n
i n d u s t r i a l i z e d c o u n t r i e s t h a t u t i l i z e a l i v e , o r a l p o l i o v a c c i n e ,
t h e p o l i o v i r u s e s e x c r e t e d i n t o t h e e n v i r o n m e n t a r e u s u a l l y
v a c c i n e d e r i v e d a n d n o n - p a t h o g e n i c .
I N F E C T I O U S H E P A T I T I S
H e p a t i t i s A v i r u s h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t o c a u s e w a t e r b o r n e
o u t b r e a k s o f i n f e c t i o u s h e p a t i t i s . A l t h o u g h p e r s o n a l c o n t a c t a n d
f o o d b o r n e t r a n s m i s s i o n a r e r e s p o n s i b l e f o r t h e m a j o r i t y o f
h e p a t i t i s o u t b r e a k s , w a t e r c l e a r l y h a s b e e n s h o w n t o b e a v e h i c l e
f o r n u m e r o u s o u t b r e a k s . I t i s a l s o a s s u m e d t h a t m a n y c a s e s o f
w a t e r b o r n e H A V g o u n r e p o r t e d d u e t o t h e d i f f i c u l t y i n d e t e r m i n i n g
t h e s o u r c e o f i n f e c t i o n . B e t w e e n 1 9 5 8 a n d 1 9 7 2
,
8 3 w a t e r b o r n e
e p i d e m i c s o f H A V w e r e d o c u m e n t e d t o h a v e o c c u r r e d i n t h e U n i t e d
S t a t e s ( M o s l e y 1 9 6 7 , G o l d f i e l d 1 9 7 6 ) . C l i v e r ( 1 9 8 3 ) l i s t e d 1 1 7
o u t b r e a k s o f i n f e c t i o u s h e p a t i t i s d u e t o c o n t a m i n a t e d d r i n k i n g
w a t e r . I n t h e U n i t e d S t a t e s f r o m 1 9 7 1 t o 1 9 8 3
,
2 2 o u t b r e a k s
o c c u r r e d c a u s i n g 7 3 0 c a s e s ( C r a u n 1 9 8 6 a , 1 9 8 6 b ) . I n G e o r g e t o w n ,
T e x a s , a w a t e r b o r n e o u t b r e a k o c c u r r e d i n 1 9 8 0 i n w h i c h 3 6 c a s e s
w e r e r e p o r t e d . A f e w w e e k s b e f o r e t h e H A V o u t b r e a k , a n o u t b r e a k
o f g a s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s o c c u r r e d i n v o l v i n g 7 9 % o f t h e 1 0 , 0 0 0
r e s i d e n t s o f t h e c o m m u n i t y ( H e j k a l e t a l . 1 9 8 2 ) . N o t a b l y ,
C o x s a c k i e v i r u s e s B 2 a n d B 3 w e r e i s o l a t e d f r o m t h e w e l l w a t e r a n d
C o x s a c k i e v i r u s B 3 w a s i s o l a t e d f r o m a s a m p l e o f c h l o r i n a t e d t a p
w a t e r .
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A n o t h e r c a u s a t i v e a g e n t o f i n f e c t i o u s h e p a t i t i s , h e p a t i t i s E
( H E V ) , h a s b e e n r e c o g n i z e d . W a t e r b o r n e n o n - A , n o n - B h e p a t i t i s
( h e p a t i t i s E ) h a s b e e n r e p o r t e d t o b e r e s p o n s i b l e f o r a t l e a s t 5
e p i d e m i c s i n I n d i a a n d o t h e r s i n N e p a l a n d t h e f o r m e r S o v i e t
U n i o n ( R a o a n d M e l n i c k 1 9 8 6 ) . I t i s s u s p e c t e d t o b e t h e
c a u s a t i v e a g e n t f o r t h e s i n g l e l a r g e s t d o c u m e n t e d w a t e r b o r n e
o u t b r e a k o f i n f e c t i o u s h e p a t i t i s , w h i c h r e s u l t e d i n 3 0 , 0 0 0 c a s e s
i n N e w D e l h i
,
I n d i a i n 1 9 5 5 - 5 6 ( K h u r o o 1 9 8 0 ) . I t i s a l s o
s u s p e c t e d a s t h e a g e n t r e s p o n s i b l e f o r a h e p a t i t i s o u t b r e a k i n
A l g e r i a r e s u l t i n g i n 7 8 8 c a s e s ( B e l a b b e s e t a l . 1 9 8 5 ) . T h e v i r u s
i s c l e a r l y d i f f e r e n t f r o m H A V a n d c a n i n f e c t i n d i v i d u a l s
p r e v i o u s l y i n f e c t e d w i t h H A V . H e p a t i t i s E v i r u s i s a c a l i c i v i r u s
w h i c h c l a s s i f i e s t h e v i r u s i n t h e s a m e t a x o n o m i c g r o u p a s N o r w a l k
v i r u s a n d o t h e r N o r w a l k - l i k e v i r u s e s c a u s i n g a c u t e
g a s t r o e n t e r i t i s . T h e c a l i c i v i r u s e s a r e a b o u t 3 0 - 3 5 n m i n
d i a m e t e r
,
a n d t h e y c o n s i s t o f p o s i t i v e s e n s e , s i n g e - s t r a n d e d R N A ,
a b o u t 7 . 5 k i l o b a s e s l o n g , w h i c h i s s u r r o u n d e d b y a n o u t e r c a p s i d
c o n t a i n i n g a s i n g l e m a j o r p r o t e i n . T h e m o s t s e r i o u s i l l n e s s e s
c a u s e d b y h e p a t i t i s E v i r u s o c c u r i n p r e g n a n t w o m e n w h e r e t h e
c a s e f a t a l i t y r a t e a v e r a g e s 2 0 % ( R a o a n d M e l n i c k 1 9 8 6 a ) .
R O T A V I R U S E S
R o t a v i r u s e s a r e k n o w n t o b e a m a j o r c a u s e o f i n f a n t i l e
g a s t r o e n t e r i t i s t h r o u g h o u t t h e w o r l d . A p p r o x i m a t e l y h a l f o f t h e
h o s p i t a l i z e d c a s e s o f a c u t e d i a r r h e a i n v e r y y o u n g c h i l d r e n i n
t e mp e r a t e c l i m a t e s a r e c a u s e d b y t h i s a g e n t ( B l a c k l o w a n d C u k o r
1 9 8 1 ) . R o t a v i r u s h a s a l s o c a u s e d o u t b r e a k s a m o n g a d u l t s a n d i s a
m a j o r c a u s e o f t r a v e l e r s d i a r r h e a ( H a l v o r s u d a n d O r s t a v i k 1 9 8 0 ) .
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R o t a v i r u s h a s b e e n s u s p e c t e d a s t h e c a u s a t i v e a g e n t i n s e v e r a l
w a t e r b o r n e o u t b r e a k s o f g a s t r o e n t e r i t i s . T h e s e i n c l u d e a n
o u t b r e a k i n S w e d e n i n 1 9 7 7 r e s u l t i n g i n o v e r 3 0 0 0 c a s e s a n d o n e
i n C o l o r a d o i n 1 9 8 1 i n w h i c h o v e r 1 7 0 0 c a s e s o f g a s t r o e n t e r i t i s
w e r e r e p o r t e d ( L y c k e e t a l . 1 9 8 7 , H a r r i s e t a l . 1 9 8 3 ) .
R o t a v i r u s e s a r e a b o u t 8 0 n m i n d i a m e t e r , c o n t a i n 1 1 u n i q u e
s e g m e n t s o f d o u b l e - s t r a n d e d R N A a n d h a v e a d o u b l e c a p s i d l a y e r
g i v i n g t h e m a w h e e l
- l i k e a p p e a r a n c e .
N O R WA L K A N D R E L A T E D V I R U S E S
T h e N o r w a l k a g e n t a n d r e l a t e d v i r u s e s a r e n o w b e l i e v e d t o b e a
m a j o r c a u s e o f w a t e r b o r n e o u t b r e a k s o f g a s t r o e n t e r i t i s i n t h e
U n i t e d S t a t e s . N o r w a l k
,
a c a l i c i v i r u s
,
i s a n t i g e n i c a l l y a n d
g e n e t i c a l l y r e l a t e d t o a n u m b e r o f s m a l l , r o u n d , s t r u c t u r e d
v i r u s e s ( S R S V s ) t h a t c a u s e s i m i l a r g a s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s e s ,
s u c h a s S n o w M o u n t a i n a g e n t , H a w a i i a g e n t , a n d m a n y o t h e r s .
C a l i c i v i r u s e s h a v e a c h a r a c t e r i s t i c a p p e a r a n c e m a r k e d b y c u p o r
c h a l i c e s h a p e d s u r f a c e d e p r e s s i o n s . A l t h o u g h N o r w a l k v i r u s i s
d i f f i c u l t t o d e t e c t , d u e t o t h e i n a b i l i t y t o p r o p a g a t e t h e v i r u s
i n v i t r o
,
i t h a s b e e n d e t e c t e d b y e l e c t r o n m i c r o s c o p y a n d
i mm u n o a s s a y s i n f e c a l s p e c i m e n s f r o m a f f e c t e d i n d i v i d u a l s o f
s e v e r a l w a t e r b o r n e o u t b r e a k s . B e c a u s e o f i t s c h a r a c t e r i s t i c
s y mp t o m o l o g y ( d i a r r h e a , v o m i t i n g , a b d o m i n a l p a i n , e t c . ) , s h o r t
i n c u b a t i o n p e r i o d ( 1 - 2 d a y s ) , a n d s h o r t d u r a t i o n o f i l l n e s s ( 1 - 2
d a y s ) , i t h a s b e e n l i n k e d t o a n u m b e r o f o u t b r e a k s o f a c u t e
g a s t r o e n t e r i t i s o f u n k n o w n e t i o l o g y i n w h i c h t h e s e s y m p t o m s w e r e
r e l e v a n t .
1 5
I n 1 9 7 7 c o mm e r c i a l l y m a n u f a c t u r e d N o r w a l k - l i k e v i r u s
c o n t a m i n a t e d i c e c a u s e d a n o u t b r e a k o f a p p r o x i m a t e l y 5 0 0 0 c a s e s
o f i l l n e s s o v e r s e v e r a l n o r t h e a s t e r n s t a t e s ( L e v i n e e t a l . 1 9 9 0 ) .
A s t u d y b y t h e C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l e s t i m a t e d t h a t 4 2 % o f
t h e a c u t e n o n - b a c t e r i a l g a s t r o e n t e r i t i s o u t b r e a k s o c c u r r i n g f r o m
1 9 7 6 - 8 0 w e r e c a u s e d b y t h i s a g e n t ( K a p l a n e t a l . 1 9 8 2 ) . F r o m
1 9 8 6 - 8 8 , 2 4 o f 5 0 r e p o r t e d w a t e r b o r n e o u t b r e a k s w e r e o f u n k n o w n
e t i o l o g y . C a s e h i s t o r i e s f r o m m a n y o f t h e s e o u t b r e a k s a l s o
s u g g e s t a N o r w a l k
- l i k e v i r u s e t i o l o g y ( L e v i n e e t a l . 1 9 9 0 ) .
O C C U R R E N C E O F H U M A N E N T E R I C V I R U S E S I N D R I N K I N G A N D S U R F A C E
WA T E R S
D r i n k i n g a n d s u r f a c e w a t e r s a r e c l e a r l y d e m o n s t r a t e d a s
v e h i c l e s o f t r a n s m i s s i o n o f h u m a n e n t e r i c v i r u s e s , p r i m a r i l y i n
d e f i n e d , c o mm o n - s o u r c e , a n d s o m e t i m e s r e l a t i v e l y l a r g e w a t e r b o r n e
o u t b r e a k s ( K a p l a n e t a l . 1 9 8 2 , L y c k e e t a l . 1 9 8 7 ; H a r r i s e t a l .
1 9 8 3 ) . I t i s c u r r e n t l y d i f f i c u l t t o d e m o n s t r a t e l o w l e v e l o r
e n d e m i c v i r u s t r a n s m i s s i o n v i a s u r f a c e w a t e r s f o r s e v e r a l
r e a s o n s . F i r s t
,
m a n y o f t h e i n f e c t i o n s m a y b e e i t h e r m i l d o r
a s y mp t o m a t i c a n d m a y n o t b e r e p o r t e d . S e c o n d , d u e t o t h e l o w
n u m b e r s a n d s p o r a d i c d i s t r i b u t i o n t h r o u g h o u t t h e c o mmu n i t y ,
d r i n k i n g a n d s u r f a c e w a t e r s m a y n o t b e s u s p e c t e d , e s p e c i a l l y i f
t h e w a t e r s c o n s i s t e n t l y d e m o n s t r a t e l o w l e v e l s o f c o l i f o r m
b a c t e r i a . T h i r d
,
t h e d i v e r s i t y o f s y m p t o m s t h a t m a y b e c o m e
m a n i f e s t d u r i n g v i r a l i l l n e s s m a y n o t i n d i c a t e a c o mm o n s o u r c e .
P R E S E N C E O F V I R A L C O N T A M I N A T I O N I N D R I N K I N G WA T E R
R e c o g n i t i o n o f t h e r o l e o f c o n t a m i n a t e d s u r f a c e w a t e r i n
c a u s i n g d r i n k i n g w a t e r b o r n e o u t b r e a k s , e s p e c i a l l y u n f i l t e r e d
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s u p p l i e s , l e d t h e U n i t e d S t a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y
( U S E P A ) t o c r e a t e m o r e s t r i n g e n t s t a n d a r d s f o r d r i n k i n g w a t e r
t r e a t m e n t . T h e S u r f a c e W a t e r T r e a t m e n t R u l e ( S W T R ) o f t h e
N a t i o n a l P r i m a r y D r i n k i n g W a t e r R e g u l a t i o n s ( N P D WR ) , i s s u e d u n d e r
t h e S a f e D r i n k i n g W a t e r A c t ( S D W A ) , a r e i n r e s p o n s e t o c o n c e r n s
r e g a r d i n g t h e p o t e n t i a l a d v e r s e h e a l t h e f f e c t s o f v i r u s e s ,
G i a r d i a l a m b l i a , a n d L e g i o n e l l a (U S E P A 1 9 8 9 ) .
U n d e r t h e s e r e g u l a t i o n s w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s a r e r e q u i r e d t o
a c h i e v e a 9 9 . 9 9 % ( 4 l o g i o ) r e d u c t i o n i n v i r u s e s a n d a 9 9 . 9 % ( 3
l o g i o ) r e d u c t i o n i n G . l a m b l i a t h r o u g h o u t t h e t r e a t m e n t p r o c e s s .
A s n o e f f e c t i v e m e a n s o f m o n i t o r i n g a c t u a l v i r u s l e v e l s i n r a w
a n d f i n i s h e d w a t e r s i s n o w a v a i l a b l e , t h e SW T R o f t h e S D WA a l l o w s
f o r s p e c i f i c t r e a t m e n t p r o c e s s e s t o c o u n t t o w a r d s t h e 9 9 . 9 9 % ( 4
l o g i o ) g o a l f o r v i r u s e s . T h e r e f o r e , w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s u s i n g
r a p i d f i l t r a t i o n p r e c e d e d b y o p t i m i z e d c o a g u l a t i o n a n d
s e d i m e n t a t i o n a r e g r a n t e d a 9 9 %
- 9 9 . 9 % ( 2 - 3 l o g i o ) v i r u s
r e d u c t i o n . T h e n , t h e y a r e r e q u i r e d t o a p p l y d i s i n f e c t a n t
s u f f i c i e n t t o r e a c h a f u r t h e r 9 0 - 9 9 % ( 1 - 2 l o g i o ) r e d u c t i o n .
H o w e v e r , t h e p r e s e n c e o f e n t e r i c v i r u s e s i n w a t e r t r e a t m e n t
p l a n t s a n d t h e i r r e s i s t a n c e t o n o r m a l t r e a t m e n t p r o c e s s e s
i n d i c a t e t h a t s m a l l n u m b e r s o f h u m a n e n t e r i c v i r u s e s m a y b e f o u n d
i n t a p w a t e r m e e t i n g d r i n k i n g w a t e r s t a n d a r d s . R e s e a r c h e r s h a v e
d e m o n s t r a t e d t h e p r e s e n c e o f e n t e r i c v i r u s e s i n f i n i s h e d w a t e r
( P a y m e n t e t a l . 1 9 8 5 , K e s w i c k e t a l . 1 9 8 4 , D e e t z e t a l . 1 9 8 4 ) .
B e c a u s e o f t h e l o w i n f e c t i o u s d o s e f o r m o s t v i r u s e s i t m a y b e
p o s s i b l e t h a t l o w l e v e l s o f g a s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s m a y o c c u r i n
t h e p o p u l a t i o n s o f c o mm u n i t i e s s e r v e d b y s u c h w a t e r s .
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A s i g n i f i c a n t r o l e o f d r i n k i n g w a t e r i n c o mm u n i t y
- w i d e ,
e n d e m i c g a s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s h a s b e e n s u g g e s t e d b y P a y m e n t e t
a l . ( 1 9 9 1 ) . T h i s c o mmu n i t y - b a s e d e p i d e m i o l o g i c a l s t u d y c o mp a r e d
r a t e s o f g a s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s i n h o u s e h o l d s d r i n k i n g
c o n v e n t i o n a l l y t r e a t e d t a p w a t e r d e r i v e d f r o m a c o n t a m i n a t e d
s u r f a c e s o u r c e t o h o u s e h o l d s i n w h i c h t h i s w a t e r w a s f u r t h e r
t r e a t e d b y r e v e r s e o s m o s i s . A b o u t 3 0 % m o r e g a s t r o e n t e r i t i s
o c c u r r e d i n t h e h o u s e h o l d s d r i n k i n g c o n v e n t i o n a l l y t r e a t e d
t a p w a t e r , a n d t h e s y m p t o m s o f i l l n e s s w e r e m o s t c o mp a t i b l e w i t h a
v i r a l e t i o l o g y .
T h e r e g u l a t i o n s o f t h e SW T R f a i l t o a d e q u a t e l y m o n i t o r o r
p r o t e c t t h e p u b l i c d r i n k i n g w a t e r s u p p l i e s f o r e n t e r i c v i r u s e s .
F u r t h e r m o r e t h e S W T R f o c u s e s p r i m a r i l y o n d r i n k i n g w a t e r a n d
p r o v i d e l i t t l e p r o t e c t i o n o r m o n i t o r i n g o f o t h e r w a t e r s . S i n c e
e n t e r i c v i r u s e s h a v e b e e n s h o w n t o b e m o r e r e s i s t a n t t o t r e a t m e n t
p r o c e s s ( S o b s e y , 1 9 8 9 ) , t o p e r s i s t l o n g e r i n t h e n a t u r a l
e n v i r o n m e n t ( B e r g a n d M e t c a l f , 1 9 7 8 ) a n d t o b e e l i m i n a t e d l e s s
e f f i c i e n t l y f r o m s h e l l f i s h t h a n i n d i c a t o r b a c t e r i a (B a c h u r ,
1 9 8 8 ) , t h e p r e s e n t b a c t e r i a l i n d i c a t o r s a n d t h e s t a n d a r d s b a s e d
u p o n t h e m d o n o t p r o v i d e a s u f f i c i e n t m a r g i n o f s a f e t y w i t h
r e g a r d t o e x p o s u r e t o h u m a n e n t e r i c v i r u s e s ( Ch u n g , 1 9 9 3 ) .
P R E S E N C E O F V I R A L C O N T A M I N A T I O N I N E N V I R O N M E N T A L S U R F A C E WA T E R S
T h r e a t s t o t h e h e a l t h o f t h e p u b l i c m a y c o m e f r o m a v a r i e t y o f
e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e w a t e r s . F e c a l l y c o n t a m i n a t e d f r e s h a n d
s a l i n e r e c r e a t i o n a l w a t e r s a n d s h e l l f i s h h a r v e s t i n g w a t e r s m a y
s e r v e a s r e s e r v o i r s o f v i r u s e s a n d v e h i c l e s o f w a t e r b o r n e v i r u s
t r a n s m i s s i o n .
1 8
E s t u a r i n e s h e l l - f i s h h a r v e s t i n g w a t e r s a n d s h e l l f i s h m a y
h a r b o r e n t e r i c v i r u s e s . O v e r 2 1 m i l l i o n a c r e s o f n a t i o n a l
e s t u a r i n e w a t e r s a r e c l a s s i f i e d f o r s h e l l f i s h g r o w i n g r e g u l a t o r y
-
p u r p o s e s a c c o r d i n g t o g u i d e l i n e s e s t a b l i s h e d b y t h e N a t i o n a l
S h e l l f i s h S a n i t a t i o n P r o g r a m , a n d o n l y 6 4 % o f t h e s e w a t e r s a r e
c l a s s i f i e d a s a p p r o v e d f o r s h e l l f i s h h a r v e s t i n g . T h e r e m a i n i n g
a r e a s a r e c l a s s i f i e d a s p r o h i b i t e d , c o n d i t i o n a l l y a p p r o v e d o r
r e s t r i c t e d ( U S F D A , 1 9 9 0 ) . V a u g h n e t a l . ( 1 9 7 5 ) n o t e t h a t s t u d i e s
l i n k i n g s h e l l f i s h c a r r i a g e o f e n t e r i c v i r u s e s t o h u m a n s ( H e d s t r o m
a n d L y c k e 1 9 6 4 ; H o f f a n d B a c k e r 1 9 6 8 ; M a s o n a n d M c L e a n 1 9 6 2 ;
M e t c a l f a n d S t i l e s 1 9 6 5 , a n d S t i l e s 1 9 7 0 ) h a v e s t i m u l a t e d
i n t e r e s t i n t h e a p p e a r a n c e o f t h e s e v i r u s e s i n s h e l l f i s h . G o y a l
e t a l . ( 1 9 7 9 ) f o u n d t h a t v i r u s e s w e r e d e t e c t e d i n b o t h w a t e r a n d
o y s t e r s a m p l e s o b t a i n e d f r o m a r e a s o p e n a n d c l o s e d t o s h e l l f i s h
h a r v e s t i n g . A l s o v i r u s e s i n w a t e r w e r e m o d e r a t e l y c o r r e l a t e d
w i t h t o t a l c o l i f o r m s i n w a t e r a n d o y s t e r s , a n d w i t h f e c a l
c o l i f o r m s i n o y s t e r s . A d d i t i o n a l l y , e n t e r i c v i r u s e s h a v e b e e n
d e t e c t e d i n c o a s t a l w a t e r s a n d s h e l l f i s h m e e t i n g t o t a l o r f e c a l
c o l i f o r m b a c t e r i a l s t a n d a r d s ( G e r b a e t a l . 1 9 8 0 ; G o y a l e t a l .
1 9 7 9 ; W a i t e t a l . 1 9 8 3 ; V a u g h n e t a l . 1 9 7 9 , 1 9 8 0 ) .
R e c r e a t i o n a l w a t e r s w h i c h m a y h a r b o r e n t e r i c v i r u s e s i n c l u d e
b o a t i n g a n d b a t h i n g w a t e r s i n f r e s h a n d s a l i n e b o d i e s o f w a t e r .
R a o a n d M e l n i c k ( 1 9 8 3 ) n o t e t h a t s w i mm i n g - a s s o c i a t e d
g a s t r o e n t e r i t i s i n c h i l d r e n c o u l d b e q u a n t i t a t i v e l y a s s o c i a t e d
w i t h t h e q u a l i t y o f t h e b a t h i n g w a t e r a s m e a s u r e d b y e n t e r o c o c c u s
a n d E . c o l i d e n s i t i e s . M a r i n o e t a l . ( 1 9 9 5 ) s t u d i e d t h e
M i s e r i c o r d i a m a r i n e b e a c h n e a r M a l a g a , S p a i n ( p o p u l a t i o n 7 0 0 , 0 0 0 )
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w h i c h p r e s e n t G d a h i g h l e v e l o f f e c a l p o l l u t i o n . M a r i n o e t a l .
s h o w e d t h a t e x p o s u r e t o t h e f e c a l l y c o n t a m i n a t e d s e a w a t e r
i n c r e a s e d t h e i n c i d e n c e o f s k i n a n d e n t e r i c i n f e c t i o n s a n d t h a t
t h e i r m o r b i d i t y w a s s i g n i f i c a n t l y a s s o c i a t e d w i t h t h e p r e s e n c e o f
i n d i c a t o r o r g a n i s m s . M o r r i s ( 1 9 9 1 ) n o t e s t h a t o n l y o n 4 / 2 4
o c c a s i o n s d i d t h e i n l a n d f r e s h s u r f a c e w a t e r m e e t t h e z e r o
v i r o l o g i c a l s t a n d a r d o f t h e E u r o p e a n C o mmu n i t y d i r e c t i v e .
H a v e l a a r ( 1 9 9 3 ) n o t e s t h e r e g u l a r p r e s e n c e o f h u m a n e n t e r i c
v i r u s e s i n f r e s h a n d s a l i n e b a t h i n g w a t e r s m o n i t o r e d f o r h u m a n
e n t e r i c v i r u s e s i n E u r o p e .
C a r t w r i g h t ( 1 9 9 3 ) s a y s t h a t t h e r i s k o f u s i n g r e c r e a t i o n a l
w a t e r s h o u l d b e r e d u c e d t o a m i n i m u m a n d t h a t t h e d a n g e r s o f
s e w a g e c o n t a m i n a t i o n c a u s i n g a m a j o r i l l n e s s a r e w e l l r e c o g n i z e d .
C a r t w r i g h t a d d s t h a t s t u d i e s h a v e r e p o r t e d a c o r r e l a t i o n b e t w e e n
t h e c o n c e n t r a t i o n o f a n i n d i c a t o r o r g a n i s m a n d h i g h l y c r e d i b l e
g a s t r o i n t e s t i n a l s y mp t o m s ( v o m i t i n g , d i a r r h e a w i t h o r w i t h o u t
f e v e r
,
a n d s t o m a c h a c h e o r n a u s e a w i t h o r w i t h o u t f e v e r ) .
F u r t h e r m o r e , o u t b r e a k s o f h e p a t i t i s A a n d v i r a l g a s t r o e n t e r i t i s
c o n t i n u e t o o c c u r b y c o n s u mp t i o n o f c o n t a m i n a t e d b i v a l v e s o r b y
b a t h i n g i n c o n t a m i n a t e d r e c r e a t i o n a l w a t e r ( R i c h a r d , 1 9 8 5 ;
C a b e l l i e t a l . , 1 9 8 2 ) .
R E C O G N I T I O N O F T H E T H R E A T O F V I R A L C O N T A M I N A T I O N I N D R I N K I N G A N D
S U R F A C E WA T E R S
I n a d d i t i o n t o t h e r e c e n t l y r e c o g n i z e d t h r e a t o f v i r a l
c o n t a m i n a t i o n i n f r e s h a n d s a l i n e w a t e r s
,
t h e p r o m u l g a t i o n o f t h e
S W T R o f t h e S D WA c r e a t e d i n t e r e s t i n d e v e l o p i n g a s i mp l e a n d
r e l i a b l e m o n i t o r i n g s y s t e m f o r t h e p r e s e n c e o f h u m a n e n t e r i c
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v i r u s e s i n d r i n k i n g a n d s u r f a c e w a t e r s . T h i s h a s p r o m o t e d
i n t e r e s t i n d e v e l o p i n g a n i n d i c a t o r s y s t e m , s i m i l a r t o t h e
c o l i f o r m b a c t e r i a , w h i c h w o u l d p r o v i d e a m o r e a c c u r a t e m e a n s o f
e s t i m a t i n g t h e v i r a l q u a l i t y o f s o u r c e a n d d r i n k i n g w a t e r s .
S i n c e t h e d i r e c t c u l t u r e o f m a n y e n t e r i c v i r u s e s r e m a i n s
d i f f i c u l t o r i m p o s s i b l e , i n d i c a t o r s o f e n t e r i c v i r u s e s i n w a t e r s
h a v e b e e n i n v e s t i g a t e d .
A s a s t e p t o w a r d t h e r e v i s i o n o f t h e S W T R , t h e I n f o n n a t i o n
C o l l e c t i o n R u l e w a s p r o p o s e d b y t h e U S E P A i n 1 9 9 4 . T h e I C R
s i g n i f i c a n t l y b r o a d e n s t h e s c o p e m i c r o b i a l m o n i t o r i n g o f
e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e w a t e r s u s e d a s d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s . T h e
I C R b r o a d e n s a n d r e f i n e s t h e m e t h o d o l o g y f o r a n a l y z i n g d r i n k i n g
a n d s u r f a c e w a t e r s f o r f e c a l c o n t a m i n a t i o n . T h e I C R r e q u i r e s
t h a t l a r g e w a t e r s u p p l i e s s h o u l d m o n i t o r w a t e r s f o r b a c t e r i a ,
v i r u s e s a n d p r o t o z o a n s .
I N D I C A T O R O R G A N I S M S F O R E N T E R I C V I R U S E S
I n d i c a t o r o r g a n i s m s h a v e b e e n p r o p o s e d f o r s e v e r a l f u n c t i o n s
i n c l u d i n g t h e d e t e c t i o n o f f e c a l p o l l u t i o n ( i n d e x f u n c t i o n ) a n d
a s m o d e l o r g a n i s m s t o m o n i t o r t h e e f f i c i e n c y o f t r e a t m e n t
p r o c e s s e s ( i n d i c a t o r f u n c t i o n ) . I d e a l l y , a n i n d i c a t o r w o u l d b e
p r e s e n t w h e n p a t h o g e n s a r e p r e s e n t a n d a b s e n t w h e n p a t h o g e n s a r e
a b s e n t u n d e r a l l t y p e s o f w a t e r a n d e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s
( T a b l e 2 ) . T h e g r e a t e r t h e n u m b e r o f c r i t e r i a m e t , t h e b e t t e r
t h e c a n d i d a t e i n d i c a t o r s e r v e s a s a n i n d i c a t o r o f f e c a l
c o n t a m i n a t i o n ( T a b l e 2 ) .
2 1
S i n c e 1 9 1 4 , c o l i f o r m b a c t e r i a h a v e b e e n u s e d t o d e t e r m i n e t h e
s a n i t a r y q u a l i t y o f d r i n k i n g w a t e r s ( H a z e n 1 9 8 8 ) . A l t h o u g h t h e y
d o n o t m e e t a l l o f t h e r e q u i r e m e n t s l i s t e d i n T a b l e 2 , t h e y h a v e
T a b l e 2
C r i t e r i a f o r I d e a l I n d i c a t o r O r g a n i s m
1 . S h o u l d b e p r e s e n t w h e n p a t h o g e n s a r e p r e s e n t a n d a b s e n t w h e n
p a t h o g e n s a r e a b s e n t
2 . P e r s i s t e n c e a n d g r o w t h c h a r a c t e r i s t i c s o f t h e i n d i c a t o r s h o u l d
b e s i m i l a r t o p a t h o g e n s
3 . I n d i c a t o r s h o u l d n o t m u l t i p l y i n t h e e n v i r o n m e n t
4 . R a t i o b e t w e e n i n d i c a t o r a n d p a t h o g e n s s h o u l d b e c o n s i s t e n t
5 . I n d i c a t o r s h o u l d b e p r e s e n t i n g r e a t e r c o n c e n t r a t i o n s t h a n
p a t h o g e n s i n c o n t a m i n a t e d w a t e r s
6 . I n d i c a t o r s h o u l d b e a s r e s i s t a n t t o a d v e r s e e n v i r o n m e n t a l
f a c t o r s a n d d i s i n f e c t i o n a s p a t h o g e n s
7
.
I n d i c a t o r s h o u l d b e n o n - p a t h o g e n i c a n d e a s y t o q u a n t i f y
8 . T e s t s f o r t h e i n d i c a t o r s h o u l d b e e a s y a n d a p p l i c a b l e t o a l l
t y p e s o f w a t e r
A d a p t e d f r o m G o y a l , S . M . 1 9 8 3
t r a d i t i o n a l l y b e e n c o n s i d e r e d a u s e f u l i n d i c a t o r , e s p e c i a l l y f o r
t h e c l a s s i c a l b a c t e r i a l p a t h o g e n s s u c h a s S a l m o n e l l a , S h i g e l l a ,
a n d V i b r i o c h o l e r a . M a n y s h o r t c o m i n g s h a v e b e c o m e a p p a r e n t . N o t
a l l o f t h e c o l i f o r m b a c t e r i a d e t e c t e d i n w a t e r a r e n e c e s s a r i l y o f
f e c a l o r i g i n , w h i c h c o n s e q u e n t l y g e n e r a t e s o c c a s i o n a l f a l s e
p o s i t i v e s f o r f e c a l c o n t a m i n a t i o n . T h i s i s e s p e c i a l l y a p r o b l e m
i n t r o p i c a l w a t e r s w h e r e t o t a l a n d f e c a l c o l i f o r m s h a v e b e e n
d e m o n s t r a t e d n o t o n l y t o p e r s i s t f o r l o n g p e r i o d s i n t h e
e n v i r o n m e n t b u t a l s o t o m u l t i p l y ( T o r a n z o s e t a l . 1 9 9 1 ) .
F u j i o k a ( 1 9 8 8 ) f o u n d b e t w e e n 1 0 0 a n d 1 0 , 0 0 0 c o l o n y f o r m i n g
u n i t s o f f e c a l c o l i f o r m s p e r 1 0 0 m l i n s t r e a m s i n H a w a i i ,
i n c l u d i n g s t r e a m s w i t h n o k n o w n f e c a l i n p u t . R i v e r a e t a l .
2 2
( 1 9 8 8 ) f o u n d E . c o l i i n e p i p h y t e s 1 5 m a b o v e t h e g r o u n d i n
f o r e s t s o f P u e r t o R i c o . H a z e n a n d T o r a n z o s ( 1 9 9 0 ) s u g g e s t t h e E .
c o l i m a y , i n f a c t , b e a n a t u r a l l y o c c u r r i n g b a c t e r i u m i n t r o p i c a l
r a i n f o r e s t w a t e r s h e d s . I n t r o p i c a l c l i m a t e s c o l i f o r m s m a y n o t
r e l i a b l y e s t i m a t e t h e s a n i t a r y q u a l i t y o f s o u r c e w a t e r s a n d t e n d
t o o v e r e s t i m a t e t h e l e v e l s o f p a t h o g e n s .
R e c e n t a d v a n c e s i n t h e u n d e r s t a n d i n g o f t h e r o l e o f v i r u s e s
a n d p r o t o z o a n s i n w a t e r b o r n e d i s e a s e o u t b r e a k s h a v e a l s o d r a w n
a t t e n t i o n t o o t h e r p r o b l e m s o f c o l i f o r m b a c t e r i a . C o mp a r e d t o
c o l i f o r m s
,
v i r u s e s a n d p r o t o z o a n c y s t s a r e k n o w n t o b e m o r e
p e r s i s t e n t i n t h e e n v i r o n m e n t a n d m o r e r e s i s t a n t t o t r e a t m e n t
p r o c e s s e s . T h e r e f o r e , d r i n k i n g w a t e r o r s o u r c e w a t e r s f r e e o f
c o l i f o r m b a c t e r i a m a y n o t n e c e s s a r i l y b e f r e e o f v i r u s e s . T h e
i s o l a t i o n o f h u m a n e n t e r i c v i r u s e s i n f i n i s h e d w a t e r s m e e t i n g
c o l i f o r m s t a n d a r d s d e m o n s t r a t e d t h e i n a d e q u a c y o f c o l i f o r m
b a c t e r i a t o i n s u r e v i r u s f r e e w a t e r .
P a y m e n t e t a l . ( 1 9 8 5 ) f o u n d v i r u s e s i n 1 1 o f 1 5 5 f i n i s h e d
w a t e r s a m p l e s , i n c l u d i n g p o l i o v i r u s , C o x s a c k i e B 3 , B 4 , B 5 , a n d
e c h o v i r u s 7 . K e s w i c k e t a l . ( 1 9 8 4 ) f o u n d 1 9 o f 2 3 s a m p l e s o f
f i n i s h e d d r i n k i n g w a t e r c o n t a i n e d v i r u s e s . S e v e n o f n i n e d r y
s e a s o n s a m p l e s m e t t u r b i d i t y , t o t a l c o l i f o r m a n d c h l o r i n e
r e s i d u a l s t a n d a r d s a n d f o u r o f t h e s e s e v e n s a mp l e s c o n t a i n e d
v i r u s e s . D e e t z e t a l
. ( 1 9 8 4 ) d e t e c t e d r o t a v i r u s e s i n 1 0 o f 1 0
d r i n k i n g w a t e r s a m p l e s i n M e x i c o , s o m e o f w h i c h m e t t o t a l
c o l i f o r m s t a n d a r d s . T h e i n a b i l i t y o f c o l i f o r m b a c t e r i a t o i n s u r e
v i r u s f r e e w a t e r s h a s p r o m o t e d i n t e r e s t i n d e v e l o p i n g a n
i n d i c a t o r s y s t e m m o r e a p p r o p r i a t e t o t h e h u m a n e n t e r i c v i r u s e s .
2 3
A l o g i c a l m e a n s o f i n s u r i n g v i r u s f r e e d r i n k i n g a n d s u r f a c e
w a t e r s i s t o a n a l y z e w a t e r s a mp l e s d i r e c t l y f o r e n t e r i c v i r u s e s .
T h i s p r o c e s s i s , h o w e v e r , t e c h n i c a l l y d i f f i c u l t , t i m e c o n s u m i n g
a n d e x p e n s i v e . L a r g e v o l u m e s o f w a t e r n e e d t o b e p r o c e s s e d f o r
v i r u s c o n c e n t r a t i o n , a n d c e l l c u l t u r e c a p a b i l i t i e s a r e r e q u i r e d
f o r v i r u s d e t e c t i o n a n d a s s a y . T h e m e t h o d s u s e d a r e
i n s u f f i c i e n t l y s e n s i t i v e d u e t o l i m i t a t i o n s i n t h e t e c h n i q u e s ,
a n d s o m e v i r u s e s , n o t a b l y H A V a n d t h e N o r w a l k
- t y p e v i r u s e s , a r e
u n d e t e c t a b l e b e c a u s e t h e y d o n o t g r o w w e l l o r a t a l l i n c e l l
c u l t u r e s . I t i s c u r r e n t l y n o t f e a s i b l e t o m o n i t o r d r i n k i n g w a t e r
s u p p l i e s a n d s u r f a c e w a t e r s t h r o u g h t h e d i r e c t d e t e c t i o n o f h u m a n
e n t e r i c v i r u s e s o n a r o u t i n e b a s i s .
A p r o m i s i n g a l t e r n a t i v e t o t h e d i r e c t d e t e c t i o n o f e n t e r i c
v i r u s e s i s t h e u s e o f b a c t e r i o p h a g e s ( b a c t e r i a l v i r u s e s ) a s m o d e l
o r i n d e x o r g a n i s m s ( l A W P R C S t u d y G r o u p 1 9 9 1 ) . O f s p e c i a l
i n t e r e s t a r e t h e c o l i p h a g e s , t h e b a c t e r i o p h a g e s i n f e c t i n g E . c o l i
a n d p e r h a p s o t h e r c o l i f o r m b a c t e r i a . T h e d r a f t I C R i n i t i a l l y
p r o p o s e d h o s t E . c o l i C a s t h e s o m a t i c c o l i p h a g e h o s t a n d h o s t E .
c o l i C 3 0 0 0 a s t h e m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e h o s t ( U S E P A 1 9 9 4 ) . A s
v i r u s e s
,
b a c t e r i o p h a g e s a r e r e l a t e d p h y s i c a l l y m o r e c l o s e l y t o
h u m a n e n t e r i c v i r u s e s a n d s h o w s i m i l a r c h a r a c t e r i s t i c s s u c h a s
p e r s i s t e n c e i n t h e e n v i r o n m e n t a n d r e s i s t a n c e t o t r e a t m e n t
p r o c e s s e s ( B e l l 1 9 7 6 , S n e a d e t a l . 1 9 8 0 , K o t t 1 9 8 1 , We n t s e l
1 9 8 2 ) .
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B a c t e r i o p h a g e s a r e v i r u s e s w h i c h u s e b a c t e r i a l c e l l s a s t h e i r
r e p l i c a t i v e h o s t T h e n o n - e n v e l o p e d b a c t e r i a l v i r u s e s c o n s i s t o f
a p r o t e i n c o a t , o r c a p s i d , s u r r o u n d i n g t h e n u c l e i c a c i d . T h e
n u c l e i c a c i d m a y b e e i t h e r R N A o r D N A a n d e i t h e r s i n g l e o r d o u b l e
s t r a n d e d . S i x m o r p h o l o g i c a l g r o u p s o f b a c t e r i o p h a g e s h a v e b e e n
d e s c r i b e d b y B r a d l e y ( 1 9 S 7 ) ( F i g u r e 1 ) . T h e f i r s t t h r e e g r o u p s
( g r o u p s A - C ) c o m p r i s e p h a g e s t h a t c o n t a i n a c a p s i d o f c u b i c
s y m m e t r y a s w e l l a s a t a i l o f v a r i a b l e l e n g t h . T h e s e t a i l e d
p h a g e s a l l c o n t a i n d o u b l e s t r a n d e d D N A a n d i n f e c t t h e h o s t c e l l
v i a t h e c e l l w a l l ( s o m a t i c p h a g e s ) . G r o u p D c o n s i s t s o f s o m a t i c ,
n o n - t a i l e d p h a g e s w i t h c u b i c s y m m e t r y a n d s i n g l e s t r a n d e d D N A a s
t h e n u c l e i c a c i d . G r o u p E p h a g e s e x h i b i t c u b i c s y m me t r y a n d
c o n t a i n s i n g l e s t r a n d e d R N A . G r o u p F p h a g e s a r e l o n g f i l a m e n t o u s
( h e l i c a l ) p h a g e s c o n t a i n i n g s i n g l e s t r a n d e d D N A .
P h a g e s b e l o n g i n g t o G r o u p s E a n d F d i f f e r f r o m t h e o t h e r 4
g r o u p s i n t h e i r p o i n t o f a t t a c h m e n t t o t h e h o s t c e l l . T h e s e
p h a g e s a d s o r b t o t h e h a i r - l i k e p r o j e c t i o n s , c a l l e d p i l i , t h a t a r e
p r o d u c e d o n l y b y m a l e s t r a i n s o f b a c t e r i a . I n E . c o l i p i l i a r e
e n c o d e d b y a g e n e o n t h e s e x o r F
-
p l a s m i d , a n e x t r a c h r o m o s o m a l
g e n e t i c e l e m e n t f o u n d i n s o - c a l l e d m a l e s t r a i n s o f E . c o l i . T h i s
i s a t r a n s m i s s i b l e p l a s m i d t h a t c a n b e t r a n s f e r r e d b y b a c t e r i a l
c o n j u g a t i o n f r o m m a l e ( F - p l u s o r F + ) c e l l s t o f e m a l e ( F - m i n u s o r
F - ) c e l l s . F + E . c o l i a n d r e l a t e d b a c t e r i a p o s s e s s i n g F
-
p i l i c a n
b e i n f e c t e d b y p i l u s - d e p e n d e n t (m a l e - s p e c i f i c o r F + ) c o l i p h a g e s .
T h e y c a n a l s o b e i n f e c t e d b y s o m a t i c c o l i p h a g e s t h a t a t t a c h
d i r e c t l y t o t h e b a c t e r i a l o u t e r e n v e l o p e o r c e l l w a l l . B a c t e r i a
w i t h o u t F - p i l i ( f e m a l e o r F - m i n u s s t r a i n s ) c a n b e i n f e c t e d o n l y
2 5
F i g u r e 1
M a j o r F a m i l i e s o f B a c t e r i o p h a g e s
A M y c v i r i c i a e
2 5 d s DN A
'
"
^^^ c e l l v / a l l
9 5 x 5 5 n m
3 :- " C C o v i r i d a s
,^ d s DN A
^ c e l l w a l l
4 7 n m
T 7
B S cy l a v i r id a e
^ ^ c s l l w a l
D ii n m
A
c . L s v Jv i r i d a e
i s s RN A
{ O s s x p i lu s
I 2 4 n m
D M i c r o v i r id G ;
s s D NA
O c s l l w a l l
3 0 n m
0 X 17 4
F I n o v i r id a s
s s ON A
s e x p i l u s
8 10 x 6 n m
fd
10 0 n m
E a c h b o x s h o w s : m o r p h o l o g i c a l g r o u p , f a m i l y n a m e , m o r p h o l o g y a n d
n a m e o f t y p e s p e c i e s , t y p e o f n u c l e i c a c i d , s i t u a t i o n o f r e c e p t o r
i n h o s t - c e l l
,
d i m e n s i o n s o f c a p s i d ( h e a d i n c a s e o f t a i l e d
b a c t e r i o p h a g e s o f t y p e s p e c i e s .
A d a p t e d f r o m H a v e l a a r 1 9 8 6 .
b y s o m a t i c p h a g e s . T h e F + c o l i p h a g e s o f g r o u p E a r e a b o u t 2 5 n m
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i n d i a m e t e r , i c o s a h e d r a l a n d c o n t a i n s i n g l e s t r a n d e d R N A . T h o s e
b e l o n g i n g t o g r o u p F a r e f i l a m e n t o u s a n d c o n t a i n d o u b l e s t r a n d e d
D N A .
I n b a c t e r i a t h e g e n e t i c i n f o r m a t i o n f o r p r o d u c t i o n o f t h e s e
p l a s m i d s e n c o d i n g f o r F
-
p i l i p r o d u c t i o n h a v e b e e n s u c c e s s f u l l y
t r a n s f e r r e d t o o t h e r c e l l s o f r e l a t e d s p e c i e s ( B i r g e 1 9 8 8 ) .
H a v e l a a r a n d H o g e b o o m ( 1 9 8 4 ) s u c c e s s f u l l y t r a n s f e r r e d t h e F
p l a s m i d f r o m a m a l e s t r a i n o f E . c o l i K
- 1 2 t o S a l m o n e l l a
t y p h i m u r i u m ( s t r a i n WG 4 5 ) w h i c h s u b s e q u e n t l y p r o d u c e d F
-
p i l i .
T h e s e c e l l s , d e s i g n a t e d S . t y p h i m u r i u m s t r a i n W G 4 9 , a r e
v u l n e r a b l e t o i n f e c t i o n b y s o m a t i c S a l m o n e l l a p h a g e s a n d F
-
s p e c i f i c R N A a n d D N A p h a g e s . O t h e r s h a v e t r a n s f e r r e d t h e F
-
p l a s m i d t o s p e c i e s o f S h i g e l l a a n d P r o t e u s ( B i r g e 1 9 8 8 ) .
C O L I P H A G E S A S I N D I CA T O R S
C o l i p h a g e s h a v e b e e n c o n s i d e r e d a s p o s s i b l e a l t e r n a t i v e o r
a d d i t i o n a l i n d i c a t o r s t o t h e t r a d i t i o n a l c o l i f o r m b a c t e r i a .
G e r b a ( 1 9 8 7 ) s u g g e s t s t h r e e p o s s i b l e i n d i c a t o r f u n c t i o n s o f
c o l i p h a g e s : ( 1 ) i n d i c a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n ; ( 2 )
i n d i c a t o r s o f e n t e r i c b a c t e r i a a n d ( 3 ) i n d i c a t o r s o f e n t e r i c
v i r u s e s . C o l i p h a g e s h a v e b e e n c o n s i d e r e d a s p o t e n t i a l i n d i c a t o r s
o f e n t e r i c v i r u s e s i n f e c a l l y c o n t a m i n a t e d w a t e r s b e c a u s e t h e y
a r e f o u n d i n r e l a t i v e l y h i g h n u m b e r s i n s e w a g e a n d f e c a l l y
c o n t a m i n a t e d s o u r c e w a t e r s , u n d e r m o s t c i r c u m s t a n c e s t h e y d o n o t
m u l t i p l y i n t h e e n v i r o n m e n t , t h e y a r e r e l a t i v e l y p e r s i s t e n t i n
t h e e n v i r o n m e n t a n d r e s i s t a n t t o t r e a t m e n t p r o c e s s e s , a n d
e n u m e r a t i o n m e t h o d s f o r t h e m a r e s i m p l e a n d r a p i d .
C O L I P H A G E S A S F E C A L I N D I CA T O R S
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C o l i p h a g e s a r e c o n s i d e r e d p o t e n t i a l i n d i c a t o r s o f f e c a l
p o l l u t i o n b e c a u s e t h e y a r e f o u n d i n h i g h n u m b e r s i n h u m a n a n d
n o n h u m a n f e c e s a n d i n s e w a g e , a r e p e r s i s t e n t i n t h e e n v i r o n m e n t ,
a n d s u p p o s e d l y d o n o t m u l t i p l y i n t h e e n v i r o n m e n t . I n a d d i t i o n ,
r e s u l t s o f p h a g e a s s a y s c a n b e o b t a i n e d i n a s l i t t l e a s s i x
h o u r s . T o r a n z o s e t a l . ( 1 9 8 8 ) f o u n d s o m a t i c c o l i p h a g e s i n
s a mp l e s o f a l l P u e r t o R i c a n s o u r c e w a t e r s k n o w n t o b e
c o n t a m i n a t e d w i t h s e w a g e , b u t n o n e w e r e f o u n d i n s u r f a c e w a t e r s
c o n s i d e r e d p r i s t i n e .
D h i l l o n e t a l . ( 1 9 7 6 ) i n v e s t i g a t e d t h e l e v e l s o f c o l i p h a g e s i n
h u m a n s , c o w s a n d p i g s a n d f o u n d n u m b e r s r a n g i n g f r o m 1 0
-^
t o 1 0
'
p l a q u e f o r m i n g u n i t s ( P F U ) / g o f f e c e s . H a v e l a a r e t a l . ( 1 9 8 6 )
r e p o r t e d c o l i p h a g e c o u n t s r a n g i n g f r o m g r e a t e r t h a n 1 0
' ^
P F U / g i n
h u m a n s u p t o l o
"
^ P F U / g i n o t h e r m a m ma l i a n s p e c i e s .
O s a w a e t a l . ( 1 9 8 1 ) f o u n d s i m i l a r r a n g e s o f p h a g e s , w i t h h u m a n
f e c e s p r o v i d i n g t h e l o w e s t n u m b e r s , u s u a l l y l e s s t h a n 1 0 0 0 P F U / g .
D h i l l o n e t a l . ( 1 9 7 0 ) f o u n d u p t o 1 0
' *
P F U / m l o f s e w a g e i n H o n g
K o n g s e w a g e . O s a w a e t a l . ( 1 9 8 1 ) a n d F u r u s e f o u n d u p t o 1 0 ^
P F U / m l i n J a p a n . K o t t e t a l . ( 1 9 7 4 ) d e t e c t e d b e t w e e n 1 0
' *
a n d 1 0 ^
P F U / m l o f s e w a g e w h i l e t h e n u m b e r o f e n t e r i c v i r u s e s r e m a i n e d
l e s s t h a n o n e P F U / m l . D e s p i t e t h e i n c o n s i s t e n c i e s i n c o l i p h a g e
l e v e l s i n h u m a n f e c a l s a mp l e s , r a w s e w a g e h a s b e e n s h o w n t o b e a
c o n s i s t e n t s o u r c e o f c o l i p h a g e s .
V i r u s e s a r e o b l i g a t e i n t r a c e l l u l a r p a r a s i t e s , a n d t h e r e f o r e
r e q u i r e a h o s t c e l l f o r r e p l i c a t i o n a n d c a n n o t o t h e r w i s e
m u l t i p l y . F o r b a c t e r i o p h a g e s t h i s m e a n s t h e p r e s e n c e o f h i g h
e n o u g h c o n c e n t r a t i o n s o f h o s t b a c t e r i a m u s t b e p r e s e n t f o r
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a d s o r p t i o n a n d i n f e c t i o n t o o c c u r . T h e s e c o n c e n t r a t i o n s d o o c c u r
i n r a w s e w a g e a n d r a w s e w a g e m a y b e a p o s s i b l e s i t e o f l i m i t e d F +
c o l i p h a g e m u l t i p l i c a t i o n ( H a v e l a a r e t a l . 1 9 8 4 a ) . H o w e v e r , s u c h
m u l t i p l i c a t i o n a p p e a r s t o o c c u r o n l y i n r a w s e w a g e a n d n o t
e l s e w h e r e i n t h e e n v i r o n m e n t . T h i s i s p r o b a b l y b e c a u s e t h e
r e q u i r e d c o n c e n t r a t i o n s o f s u s c e p t i b l e h o s t c e l l s a s w e l l a s t h e
r e q u i r e d t e mp e r a t u r e s f o r p h a g e i n f e c t i o n ( > 3 0
°
C ) a r e b o t h t o o
l o w i n e n v i r o n m e n t a l w a t e r s ( H a v e l a a r a n d P o t - H o g e b o o m 1 9 8 8 ) .
P r e v i o u s s t u d i e s h a v e a t t e m p t e d t o c o mp a r e l e v e l s o f
c o l i p h a g e s t o o t h e r i n d i c a t o r s o f f e c a l p o l l u t i o n . D i f f e r e n c e s
i n t h e h o s t b a c t e r i u m u s e d f o r p h a g e e n u m e r a t i o n ( u s u a l l y E . c o l i
C f o r s o m a t i c c o l i p h a g e s o r E . c o l i K 1 2 f o r F + c o l i p h a g e s ) a s
w e l l a s t h e b a c t e r i a l i n d i c a t o r u s e d ( t o t a l c o l i f o r m s , f e c a l
c o l i f o r m s a n d f e c a l s t r e p t o c o c c i ) m a k e c o m p a r i s o n s b e t w e e n
s t u d i e s s o m e w h a t d i f f i c u l t .
S e e l e y a n d P r i m r o s e ( 1 9 8 0 ) d i v i d e d c o l i p h a g e i n t o t h r e e g r o u p s
b a s e d o n i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s : l o w t e m p e r a t u r e ( L T ) 1 5 - 3 0 ° C ,
m i d t e mp e r a t u r e ( MT ) 1 5 - 4 5
° C a n d h i g h t e mp e r a t u r e ( H T ) 2 5 - 4 5 ° C .
T h e a u t h o r s s u g g e s t t h a t t h e L T p h a g e s a r e n o t r e l a t e d t o f e c a l
p o l l u t i o n w h e r e a s t h e H T a n d m a n y o f t h e M T p h a g e s a r e s o
r e l a t e d . P a r r y e t a l , ( 1 9 8 1 ) d e m o n s t r a t e d t h e m u l t i p l i c a t i o n o f
L T p h a g e s i n r i v e r w a t e r t o w h i c h E . c o l i c e l l s w e r e a d d e d . A s a
r e s u l t o f t h e s e f i n d i n g s , S e e l e y a n d P r i m r o s e ( 1 9 8 0 ) h a v e
s u g g e s t e d t h a t t h e H T c o l i p h a g e s a r e s p e c i f i c t o f e c a l
c o n t a m i n a t i o n a n d m i g h t b e u s e f u l a s i n d i c a t o r s o f f e c a l
c o n t a m i n a t i o n .
C O L I P H A G E A S F E C A L B A C T E R I A I N D I CA T O R S
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S u a n e t a l . ( 1 9 8 8 ) f o u n d s o m a t i c c o l i p h a g e l o g i o c o n c e n t r a t i o n s
t o b e h i g h l y c o r r e l a t e d w i t h f e c a l c o l i f o r m l o g i o c o n c e n t r a t i o n s
i n s o u t h e a s t A s i a n s u r f a c e w a t e r s . I n C h i l e C a s t i l l o e t a l .
( 1 9 8 8 ) f o u n d l o w e r c o r r e l a t i o n s b e t w e e n s o m a t i c c o l i p h a g e l o g i o
c o n c e n t r a t i o n s a n d f e c a l c o l i f o r m l o g i o c o n c e n t r a t i o n s ( r = 0 . 3 8 7 )
a n d a v e r y w e a k c o r r e l a t i o n w i t h t o t a l c o l i f o r m s l o g i o
c o n c e n t r a t i o n s ( r = 0 . 0 2 9 ) . K e n a r d a n d V a l e n t i n e ( 1 9 7 4 ) s h o w e d
c o n s i s t e n t r a t i o s b e t w e e n f e c a l c o l i f o r m s a n d c o l i p h a g e s i n
s e w a g e a n d r i v e r w a t e r o f v a r i e d l e v e l s o f c o n t a m i n a t i o n . B e l l
( 1 9 7 6 ) f o u n d t h a t t h e c o l i f o r m t o c o l i p h a g e r a t i o i n s e w a g e ,
s e c o n d a r y e f f l u e n t a n d r i v e r w a t e r v a r i e d w i d e l y . W e n t s e l e t a l .
( 1 9 8 2 ) f o u n d h i g h c o r r e l a t i o n s b e t w e e n f e c a l c o l i f o r m a n d
c o l i p h a g e l o g i o c o n c e n t r a t i o n s i n s e w a g e , s o u r c e a n d t r e a t e d
w a t e r s ( r = 0 . 6 9 ) . L o h e t a l . ( 1 9 8 8 ) r e p o r t e d a h i g h c o r r e l a t i o n
b e t w e e n f e c a l c o l i f o r m l o g i o c o n c e n t r a t i o n s a n d t o t a l c o l i p h a g e
l o g i o c o n c e n t r a t i o n s ( r = 0 . 7 7 ) i n s u r f a c e a n d g r o u n d w a t e r s .
C O L I P H A G E S A S E N T E R I C B A C T E R I A L I N D I C A T O R
A s m e n t i o n e d a b o v e
,
c o l i p h a g e s h a v e b e e n d e m o n s t r a t e d t o b e
c o r r e l a t e d w i t h t h e b a c t e r i a l i n d i c a t o r s w h i c h a r e t h e m s e l v e s
i n d i c a t o r s o f e n t e r i c b a c t e r i a l p a t h o g e n s . W e n t s e l ( 1 9 8 2 ) a l s o
d e t e c t e d p h a g e s i n t r e a t e d w a t e r s a mp l e s i n t h e a b s e n c e o f
i n d i c a t o r b a c t e r i a . G e r b a ( 1 9 8 7 ) s u g g e s t s c o l i p h a g e s m a y b e g o o d
i n d i c a t o r s o f s o u r c e w a t e r s b u t n o t t r e a t e d w a t e r s d u e t o t h e
l e v e l o f f a l s e p o s i t i v e s a s a r e s u l t o f t h e g r e a t e r r e s i s t a n c e o f
c o l i p h a g e s t o t r e a t m e n t p r o c e s s e s .
V I R A L I N D I CA T O R
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C o l i p h a g e s h a v e g a i n e d a g r e a t d e a l o f a t t e n t i o n a s i n d i c a t o r s
o f e n t e r i c v i r u s e s d u e t o p h y s i c a l s i m i l a r i t i e s , g r e a t e r
d e n s i t i e s i n s e w a g e a n d f e c e s t h a n e n t e r i c v i r u s e s , a n d t h e i r
s i m p l i c i t y o f d e t e c t i o n . H a v e l a a r e t a l . ( 1 9 9 3 ) f o u n d i n v a r i o u s
c r e e k , r i v e r a n d l a k e w a t e r s g o o d c o r r e l a t i o n s ( 0 . 7 2 6 , 0 . 5 9 1 ,
0 . 4 6 8 ) b e t w e e n F R N A c o l i p h a g e a n d h u m a n e n t e r i c v i r u s e s .
S i m k o v a a n d C e r v e n k a ( 1 9 8 1 ) c o mp a r e d c o l i p h a g G S t o e n t e r i c
v i r u s e s i n f o u r t y p e s o f w a t e r : s e w a g e , i r r i g a t i o n c h a n n e l s ,
r i v e r w a t e r s a n d w e l l s . T h e y f o u n d g e n e r a l a g r e e m e n t i n t e r m s o f
p r e s e n c e / a b s e n c e a n d n o t e d t h a t s e a s o n a l v a r i a t i o n s f o r
c o l i p h a g e s a n d e n t e r i c v i r u s e s f o l l o w e d t h e s a m e p a t t e r n . K o t t
e t a l . ( 1 9 7 4 ) f o u n d t h e r a t i o o f c o l i p h a g e s t o e n t e r i c v i r u s e s
r a n g e d f r o m 1 : 1 t o 1 0 0 0 : 1 a n d a l s o n o t e d s i m i l a r s e a s o n a l
v a r i a t i o n s . H o w e v e r
,
i n e i g h t s a mp l e s p o s i t i v e f o r c o l i p h a g e s
o n l y t w o w e r e p o s i t i v e f o r e n t e r o v i r u s e s . G e l d e n h u y s a n d
P r e t o r i u s ( 1 9 8 9 ) c o mp a r e d s o m a t i c c o l i p h a g e s a n d t h r e e b a c t e r i a l
i n d i c a t o r s t o e n t e r i c v i r u s l e v e l s i n p o l l u t e d s o u r c e w a t e r s i n
S o u t h A f r i c a . T h e y f o u n d t h e s t r o n g e s t c o r r e l a t i o n ( r = 0 . 4 2 ) w a s
b e t w e e n t h e c o l i p h a g e s a n d e n t e r i c v i r u s e s . T h e c o r r e l a t i o n
c o e f f i c i e n t s b e t w e e n c o l i p h a g e s a n d t o t a l a n d f e c a l c o l i f o r m s
w e r e m u c h l o w e r ( r = 0 . 1 5 a n d r = 0 . 0 5 ) r e s p e c t i v e l y .
V a u g h n a n d M e t c a l f ( 1 9 7 5 ) s t u d y i n g e s t u a r i n e w a t e r s , f o u n d
t h a t t h e r a t i o s b e t w e e n p h a g e a n d e n t e r i c v i r u s e s v a r i e d w i d e l y .
T h e y a l s o n o t e d t h a t 6 3 % o f t h e s a mp l e s p o s i t i v e f o r e n t e r i c
v i r u s e s w e r e n e g a t i v e f o r c o l i p h a g e s a l t h o u g h t h i s m a y b e d u e i n
p a r t t o t h e r e c o v e r y m e t h o d u s e d ( G e r b a 1 9 8 7 ) . I n e s t u a r i n e
w a t e r s V a u g h n a n d M e t c a l f n o t e t h a t 2 4 % ( 1 1 6 / 4 7 9 ) o f s a mp l e s w e r e
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p o s i t i v e f o r c o l i p h a g e a n d 6 . 1 % ( 2 1 / 3 4 7 ) w e r e p o s i t i v e f o r
e n t e r i c v i r u s e s . C o r n a x e t a l . ( 1 9 9 1 ) f o u n d t h a t f e c a l
s t r e p t o c o c c i a n d E . c o l i b a c t e r i o p h a g e s a r e t h e m o s t a p p r o p r i a t e
i n d i c a t o r s o f r e m o t e p o l l u t i o n i n m a r i n e w a t e r s . T h e p o t e n t i a l
o f c o l i p h a g e s a s a m o d e l o r g a n i s m f o r e n t e r i c v i r u s e s m a y d e p e n d
o n s e v e r a l f a c t o r s s u c h a s t h e c h o i c e o f t h e h o s t b a c t e r i u m a n d
a n a c c e p t a b l e c o n c e n t r a t i o n m e t h o d t h a t c a n b e u s e d f o r l a r g e
v o l u m e s o f w a t e r .
S O M A T I C C O L I P H A G E S
S o m a t i c c o l i p h a g e s a r e p h a g e s w h i c h a t t a c k E . c o l i h o s t c e l l s
v i a t h e c e l l w a l l ( M a r t i n 1 9 7 8 ) . C o mm o n l y u s e d l a b o r a t o r y
s t r a i n s a r e h o s t s E . c o l i A , B a n d C . W i l d
- t y p e E . c o l i s t r a i n s
h a v e b e e n u s e d a s w e l l . P i e r r e P a y m e n t s e l e c t e d s o m a t i c h o s t E .
c o l i C N 1 3 . T h i s h o s t i s a n a l i d i x i c a c i d r e s i s t a n t m u t a n t s t r a i n
o f p a r e n t s t r a i n E . c o l i C . K f i r e t a l . ( 1 9 9 1 ) f o u n d t h a t
s o m a t i c c o l i p h a g e s o u t n u m b e r t h e o t h e r b a c t e r i o p h a g e s i n m o s t
s a mp l e s s t u d i e d . A c c o r d i n g t o H a v e l a a r ( 1 9 9 3 ) , E . c o l i C y i e l d s
t h e h i g h e s t c o u n t s i n s e w a g e a n d o t h e r p o l l u t e d e n v i r o n m e n t s
a r o u n d t h e w o r l d . T h i s c o n s i s t e n c y c a n p a r t l y b e e x p l a i n e d b y
t h e a b s e n c e o f a D N A r e s t r i c t i o n s y s t e m i n t h i s h o s t b a c t e r i u m
a n d p a r t l y b y a b r o a d r a n g e o f p h a g e r e c e p t o r s . H o w e v e r , s o m a t i c
c o l i p h a g e s a r e a h e t e r o g e n o u s g r o u p i n t e r m s o f m o r p h o l o g y ,
r e s i s t a n c e a n d e c o l o g y ( H a v e l a a r 1 9 9 3 ) .
A d r a w b a c k t o s o m a t i c c o l i p h a g e s a s i n d i c a t o r s i s t h a t
a v a i l a b l e m e t h o d s d e t e c t n o t o n l y p h a g e s f r o m f e c a l o r i g i n b u t
a l s o t h o s e p h a g e s t h a t m u l t i p l y i n u n p o l l u t e d f r e s h w a t e r
e n v i r o n m e n t s ( H a v e l a a r 1 9 9 3 ) . P r e s u m a b l y t h e i n d i g e n o u s h o s t
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s t r a i n s a r e n o t E . c o l i b u t h a v e s i m i l a r p h a g e r e c e p t o r s
( H a v e l a a r 1 9 9 3 ) . H e n c e t h e o c c u r r e n c e o f t h e s e p h a g e s i s n o t
r e l a t e d t o t h e p r e s e n c e o f h u m a n p a t h o g e n i c v i r u s e s ( H a v e l a a r
1 9 9 3 ) . H o w e v e r H e r n a d e z - D e l g a d o a n d T o r a n z o s ( 1 9 9 5 ) f o u n d t h a t
t h e r e p l i c a t i o n o f f e c a l c o l i p h a g e s d o e s n o t o c c u r i n t h e
t r o p i c a l a q u a t i c e n v i r o n m e n t a n d s u g g e s t t h a t e i t h e r s o m a t i c o r
m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s m a y b e c o n s i d e r e d a s p o t e n t i a l
i n d i c a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n .
I d e a l l y a h o s t b a c t e r i u m w o u l d d e t e c t o n l y p h a g e s r e l a t e d t o
f e c a l p o l l u t i o n . H a v e l a a r ( 1 9 8 4 ) s u g g e s t s t h a t t h e H T p h a g e s
d e s c r i b e b y S e e l e y a n P r i m r o s e ( 1 9 8 0 ) m a y b e t h e m o s t u s e f u l
i n d i c a t o r s . H i s r e s e a r c h s u g g e s t e d t h a t a p a r t i c u l a r g r o u p o f H T
p h a g e s , t h e F
- s p e c i f i c R N A c o l i p h a g e s t e r m e d
" F R N A p h a g e s
" w h i c h
i n f e c t F + c e l l s g r o w n a t e l e v a t e d t e m p e r a t u r e s m a y p r o v e t o b e a
u s e f u l i n d i c a t o r o f e n t e r i c v i r u s e s ( H a v e l a a r 1 9 8 4 a , 1 9 8 7 , 1 9 9 3 ,
H a v e l a a r e t a l . 1 9 9 3 ) . R e c e n t l y , H a v e l a a r e t a l . ( 1 9 9 3 ) r e p o r t e d
a g o o d c o r r e l a t i o n b e t w e e n F R N A c o l i p h a g e s a n d c u l t u r a b l e
e n t e r o v i r u s e s i n d i f f e r e n t t y p e s o f t r e a t e d a n d u n t r e a t e d
w a s t e w a t e r a n d f r e s h s u r f a c e w a t e r s i n t h e N e t h e r l a n d s . M A L E -
S P E C I F I C C O L I P H A G E S
M a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s a r e c o l i p h a g e w h i c h i n f e c t m a l e
-
s p e c i f i c h o s t E . c o l i o n l y b y t h e s e x p i l u s . H o s t E . c o l i C 3 0 0 0
i s a p o p u l a r m a l e
- s p e c i f i c h o s t a n d r e l a t e d t o F + s t r a i n E . c o l i
K 1 2 . T h e d r a f t I CR i n i t i a l l y p r o p o s e d t o u s e h o s t E . c o l i C 3 0 0 0
a s t h e o n l y m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e h o s t f o r a s s a y i n g s u r f a c e a n d
d r i n k i n g w a t e r s f o r m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e . A r i e H a v e l a a r
d e v e l o p e d m a l e
- s p e c i f i c h o s t S . t y p h i m u r i u m W G 4 9 . T h i s h o s t h a s
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a s o m a t i c S a l m o n e l l a b o d y a n d s e x p i l i e n c o d e d b y t h e F
-
p l a s m i d
f r o m m a l e - s p e c i f i c h o s t E . c o l l K 1 2 ( H a v e l a a r a n d H o g e b o o m ,
1 9 8 4 ) . V i c t o r C a b e l l i d e v e l o p e d h o s t E . c o l l H S ( p F a m p ) h e r e a f t e r
c a l l e d E . c o l l F a m p ( D e b a r t o l o m e i s a n d C a b e l l i , 1 9 9 1 ) . H o s t E .
c o l i F a mp i s r e p u t e d t o b e r e s i s t a n t t o T 2 a n d T 4 s o m a t i c
c o l i p h a g e s a n d s p e c i f i c f o r d e t e c t i o n o f F R N A c o l i p h a g e i n s e w a g e
e f f l u e n t ( D e b a r t o l o m e i s a n d C a b e l l i , 1 9 9 1 ) . T h e C a b e l l i h o s t i s
a n a n t i b i o t i c r e s i s t a n t a n d s o m a t i c c o l i p h a g e r e s i s t a n t m u t a n t o f
p a r e n t s t r a i n E . c o l i K 1 2 .
F D N A C O L I P H A G E S
T h e r e a r e t w o m a j o r f a m i l i e s o f m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s :
F R N A a n d F D N A c o l i p h a g e s . T h e F R N A c o l i p h a g e s a r e m o r e w e l l
u n d e r s t o o d a n d t h o u g h t t o m o d e l t h e b e h a v i o r o f e n t e r i c v i r u s e s
i n w a t e r w e l l . H o w e v e r F D N A c o l i p h a g e s a r e l e s s w e l l u n d e r s t o o d .
T h e r e l a t i o n b e t w e e n F D N A c o l i p h a g e a n d h u m a n e n t e r i c v i r u s e s
r e q u i r e s f u r t h e r r e s e a r c h . H a v e l a a r ( 1 9 9 3 ) c o n s i d e r s t h e r o d -
s h a p e d F
- s p e c i f i c D N A p h a g e s o f t h e I n o v i r i d a e f a m i l y t o n o t b e
u s e f u l m o d e l v i r u s e s . B y p l a t i n g p h a g e i s o l a t e s i n p a r a l l e l o n
p l a t e s w i t h R N A s e a n d w i t h o u t R N A s e w h e t h e r a m a l e
- s p e c i f i c p h a g e
i s a F R N A o r F D N A p h a g e m a y b e d e t e r m i n e d r e a d i l y ( H a v e l a a r
1 9 9 3 ) . C o l i p h a g e s w h i c h g r o w i n t h e p r e s e n c e o f R N A s e a r e F D N A
c o l i p h a g e a n d p h a g e i n h i b i t e d b y R N A s e a r e F R N A c o l i p h a g e s .
F R N A C O L I P H A G E S
F - s p e c i f i c R N A ( F R N A ) c o l i p h a g e s a r e a r e l a t i v e l y h o mo g e n e o u s
g r o u p o f s m a l l i c o s a h e d r a l c o l i p h a g e s f r o m t h e g r o u p E
L e v i v i r i d a e p r e v i o u s l y d e s c r i b e d ( F i g u r e 1 ) . T o g e t h e r w i t h t h e
f i l a m e n t o u s F - s p e c i f i c D N A ( F D N A ) p h a g e s t h e y c o m p r i s e t h e F -
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s p e c i f i c c o l i p h a g e s , o r c o l i p h a g e s w h i c h i n f e c t v i a t h e F
-
p i l i .
A s t h e y a r e p h y s i c a l l y s i m i l a r t o t h e e n t e r o v i r u s e s ( s m a l l ,
i c o s a h e d r a l , s i n g l e s t r a n d e d R N A ) , t h e F R N A p h a g e s h a v e g e n e r a t e d
t h e m o s t i n t e r e s t a s p o s s i b l e m o d e l o r g a n i s m s f o r t h e h u m a n
e n t e r i c v i r u s e s .
F R N A p h a g e s i n f e c t v i a t h e s e x p i l i , w h i c h a r e p r o d u c e d b y
t h o s e c e l l s o n l y a t c e r t a i n t e mp e r a t u r e s . M a x i m u m p r o d u c t i o n
o c c u r s b e t w e e n 3 7 ° C a n d 4 2 ° C ( H a v e l a a r 1 9 8 6 ) . A t t e m p e r a t u r e s
b e l o w 3 0 ° C mu c h f e w e r p i l i a r e p r o d u c e d a n d b e l o w 2 5
° C n o n e a r e
p r o d u c e d ( H a v e l a a r a n d P o t - H o g e b o o m 1 9 8 8 ) . T h u s i t i s b e l i e v e d
t h a t F R N A p h a g e s c a n m u l t i p l y o n l y i n c e l l s t h a t w e r e o r i g i n a l l y
p r o d u c e d a t e l e v a t e d t e m p e r a t u r e s . P r e s u m a b l y t h i s e l e v a t e d
t e mp e r a t u r e c o n d i t i o n o c c u r s m a i n l y i n t h e i n t e s t i n e s o f w a r m
b l o o d e d a n i m a l s
,
a n d h e n c e o n l y t h e s e c e l l s w o u l d p o s s e s s t h e F
-
p i l i .
E x t e n s i v e s t u d i e s o f f e c a l s p e c i m e n s f r o m h u m a n s a n d o t h e r
a n i m a l s s h o w w i d e v a r i a t i o n s i n t h e l e v e l s o f F R N A p h a g e s .
H a v e l a a r a t a l . ( 1 9 8 6 ) f o u n d h u m a n s t o b e a p o o r s o u r c e o f F R N A
p h a g e s a l t h o u g h h i g h l e v e l s w e r e f o u n d i n p i g s , s h e e p , c a l v e s a n d
e s p e c i a l l y b r o i l e r c h i c k e n s . S o m a t i c c o l i p h a g e s w e r e f o u n d m u c h
m o r e f r e q u e n t l y i n h u m a n s a l t h o u g h , a g a i n a t l o w e r n u m b e r s t h a n
i n t h e o t h e r a n i m a l s . O s a w a e t a l . ( 1 9 8 1 ) e x a m i n e d 5 9 7 s a m p l e s
o f h u m a n f e c e s a n d f o u n d 2 . 3 % c o n t a i n e d F R N A p h a g e s . F u r u s e e t
a l . ( 1 9 8 3 a ) a l s o f o u n d l o w l e v e l s o f t h e s e p h a g e s .
I n s e w a g e , h o w e v e r , F R N A p h a g e s a r e u s u a l l y f o u n d i n
r e l a t i v e l y h i g h n u m b e r s . H a v e l a a r ( 1 9 8 6 ) f o u n d F R N A p h a g e l e v e l s
t o b e a p p r o x i m a t e l y 1 0 0 0 t o 1 0 , 0 0 0 p e r m l o f r a w s e w a g e . F u r u s e
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e t a l . ( 1 9 8 3 b ) f o u n d v a r i a b l e l e v e l s o f F R N A p h a g e i n s e w a g e a n d
f e c a l s a m p l e s i n S e n e g a l , G h a n a a n d M a d a g a s c a r . I n s e v e r a l r a w
s e w a g e s a m p l e s t h e t o t a l c o l i p h a g e c o u n t s e x c e e d e d 1 0
^
p e r g r a m
y e t n o F R N A p h a g e s w e r e d e t e c t e d . D i s c r e p a n c i e s s u c h a s t h e s e
m a y b e d u e t o d i f f e r e n c e s i n t h e c h o i c e o f h o s t b a c t e r i u m , t h e
m e t h o d s o f d e t e c t i o n , a n d s i z e o f t h e c o n t r i b u t i n g h u ma n
p o p u l a t i o n .
T h e l o w l e v e l s o f F R N A p h a g e s i n h u m a n f e c e s a n d h i g h l e v e l s
i n r a w s e w a g e h a s l e d s o m e t o c o n c l u d e t h a t m u l t i p l i c a t i o n m u s t
o c c u r i n t h e e n v i r o n m e n t ( H a v e l a a r 1 9 8 4 ) . A l t h o u g h F - p i l i a r e
p r o d u c e d o n l y a t e l e v a t e d t e m p e r a t u r e s , c e l l s g r o w n a t
t e mp e r a t u r e s a b o v e 3 0
° C c a n r e m a i n p i l i a t e d w h e n r e l e a s e d i n t o
t h e e n v i r o n m e n t . H a v e l a a r a n d P o t - H o g e b o o m ( 1 9 8 8 ) f o u n d t h a t
F R N A c o l i p h a g e G A c o u l d m u l t i p l y a t 2 0
°
C i f t h e h o s t c e l l s w e r e
g r o w n a t a h i g h e r t e m p e r a t u r e o f 3 7
° C a n d , t h e r e f o r e , h a d p i l i .
T h e s e r e s u l t s s u p p o r t t h e s u g g e s t i o n o f H a v e l a a r e t a l . ( 1 9 8 6 )
t h a t m u l t i p l i c a t i o n m a y o c c u r i n s e w a g e w h e r e h o s t c e l l s
o r i g i n a t i n g i n h u m a n i n t e s t i n e s a r e c o n t i n u a l l y a d d e d t o t h e
s y s t e m .
W i g g i n s a n d A l e x a n d e r ( 1 9 8 5 ) h a v e e s t i m a t e d t h a t a
c o n c e n t r a t i o n o f 1 0 ^ c o l o n y f o r m i n g u n i t s o f h o s t c e l l s p e r m l
a r e r e q u i r e d f o r p h a g e r e p l i c a t i o n t o o c c u r . I n t h e c a s e o f F R N A
p h a g e s t h i s m e a n s t h a t i C
^
p i l i a t e d c e l l s p e r m l w o u l d h a v e t o b e
p r e s e n t i n t h e s e w a g e e n v i r o n m e n t f o r r e p l i c a t i o n t o o c c u r . R a w
s e w a g e a p p e a r s t o b e a p l a u s i b l e e c o l o g i c a l n i c h e f o r F R N A
c o l i p h a g e s , t h u s m a k i n g t h e m a u s e f u l i n d i c a t o r o f s e w a g e
p o l l u t i o n ( H a v e l a a r a n d P o t - H o g e b o o m 1 9 8 6 ) .
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S E R O T Y P I N G A N D G E N O T Y P I N G F R N A C O L I P H A G E S
F R N A c o l i p h a g e s c a n b e d i v i d e d i n t o f o u r a n t i g e n i c g r o u p s ( I
-
I V ) b a s e d u p o n s e r o t y p i n g . S t u d i e s b y F u r u s e e t a l . ( 1 9 7 8 , 1 9 8 1 ,
1 9 8 3 a
,
b ) a n d H a v e l a a r e t a l . ( 1 9 8 6 ) h a v e s h o w n t h a t t h e
p r e d o m i n a n t s t r a i n s i n s e w a g e b e l o n g t o g r o u p s I I a n d I I I w h e r e a s
t h o s e i n a n i m a l f e c e s g e n e r a l l y b e l o n g t o g r o u p I . G r o u p I V
c o n t a i n s b o t h h u m a n a n d n o n - h u m a n F R N A c o l i p h a g e s . F u r u s e e t a l .
( 1 9 8 3 b ) h a s a l s o d e m o n s t r a t e d d i f f e r e n c e s i n t h e g e o g r a p h i c a l
d i s t r i b u t i o n o f s p e c i f i c F R N A s e r o t y p e s . T h i s c a t e g o r i z a t i o n o f
F R N A p h a g e s b y s e r o g r o u p p e r m i t s a g r e a t e r d e g r e e o f s p e c i f i c i t y
i n d e t e r m i n i n g t h e o r i g i n o f t h e s e c o l i p h a g e s . T h e o r e t i c a l l y ,
o n e c a n s e r o t y p e p l a q u e s i s o l a t e d f r o m f e c a l l y c o n t a m i n a t e d
w a t e r s a n d d e t e r m i n e i f t h e c o n t a m i n a t i o n i s p r e d o m i n a t e l y h u m a n
o r a n i m a l i n n a t u r e . T h e a b i l i t y t o i d e n t i f y h u m a n f e c a l
c o n t a m i n a t i o n s o u r c e s w o u l d b e v e r y u s e f u l f o r e v a l u a t i n g h u ma n
e n t e r i c v i r u s e x p o s u r e s f r o m e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s a n d t h e h u m a n
h e a l t h r i s k s t h e r e i n . R e c e n t l y a s y s t e m h a s b e e n d e v e l o p e d t o
t y p e F R N A c o l i p h a g e s b y a n u c l e i c a c i d h y b r i d i z a t i o n w i t h n o n
¬
r a d i o a c t i v e o l i o g o n u c l e o t i d e p r o b e s ( H s u e t a l . 1 9 9 5 ) . T y p i n g b y
g e n e p r o b i n g y i e l d s t h e s a m e i n f o r m a t i o n a s s e r o t y p i n g .
F R N A C O L I P H A G E D E T E C T I O N I N F R E S H 7\ N D S A L I N E S U R F A C E WA T E R S
T h e r e l a t i o n s h i p o f c o l i p h a g e s t o s e w a g e o r f e c a l p o l l u t i o n i s
t h e p r i m a r y r e a s o n f o r c o n s i d e r i n g c o l i p h a g e s a s p o t e n t i a l m o d e l
o r g a n i s m s o f h u m a n e n t e r i c v i r u s e s . T h e d e t e c t i o n o f s o m a t i c
p h a g e s i n t h e a s s a y a n d e n u m e r a t i o n o f F RN A p h a g e s c l o u d s t h e
e n u m e r a t i o n o f a c t u a l F R N A p h a g e . A s o m a t i c c o l i p h a g e m a y a t t a c k
a m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e h o s t ' s c e l l w a l l j u s t a s i t w o u l d a
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s o m a t i c h o s t ' s c e l l w a l l . H e n c e m a l e ( F + ) s t r a i n s o f E . c o l l c a n
b e i n f e c t e d b y F
- s p e c i f i c R N A a n d D N A p h a g e s , a s w e l l a s s o m a t i c
p h a g e s a n d c e l l l y s i s o r p l a q u e f o r m a t i o n m a y b e a r e s u l t o f
i n f e c t i o n b y a n y o f t h e s e t y p e s o f c o l i p h a g e s . H a v e l a a r ( 1 9 8 6 )
s u g g e s t s t h a t t h e m a j o r i t y o f p h a g e s d e t e c t e d o n t h e s e h o s t s a r e
s o m a t i c p h a g e s .
H a v e l a a r a n d H o g e b o o m ( 1 9 8 4 ) a t t e mp t e d t o o v e r c o m e t h i s
p r o b l e m b y d e v i s i n g a m o d i f i e d b a c t e r i a l h o s t s t r a i n m o r e
s p e c i f i c t o F R N A c o l i p h a g e s . T h e F
-
p l a s m i d r e s p o n s i b l e f o r t h e
p r o d u c t i o n o f F
-
p i l i w a s i n s e r t e d f r o m a m a l e s t r a i n o f E . c o l l
i n t o a s t r a i n o f S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m , w h i c h t h e r e b y c a u s e s i t
t o p r o d u c e F
-
p i l i . T h i s b a c t e r i u m i s t h e r e f o r e s u s c e p t i b l e t o
i n f e c t i o n b y F
- s p e c i f i c R N A a n d D N A c o l i p h a g e s a n d a l s o s o m a t i c
S a l m o n e l l a p h a g e s . S a m p l e s o f r a w s e w a g e e x a m i n e d w i t h t h i s h o s t
h a v e s h o w n a p r e d o m i n a n c e o f F R N A c o l i p h a g e s . S o m a t i c S a l m o n e l l a
p h a g e s w e r e g e n e r a l l y a s m a l l p e r c e n t a g e o f t o t a l p h a g e s d e t e c t e d
( H a v e l a a r 1 9 8 4 ) . F u r t h e r m o r e , b y u s i n g R N A s e i n t h e a s s a y , w h i c h
w i l l i n a c t i v a t e R N A p h a g e s , o n e c a n e a s i l y d i f f e r e n t i a t e F R N A a n d
F D N A p h a g e s .
C O L I P H A G E A S S A Y A N D E N U M E R A T I O N M E T H O D S
T h e m o s t c o m m o n p r o b l e m s i n t h e a s s a y a n d e n u m e r a t i o n o f
c o l i p h a g e f r o m s u r f a c e w a t e r s a r e t h e l o w c o n c e n t r a t i o n s o f
p h a g e s i n t h e w a t e r s a m p l e a n d l a r g e v o l u m e s o f s a mp l e w a t e r t o
a s s a y . T w o c o mm o n a s s a y m e t h o d s a r e t h e s i n g l e a g a r l a y e r ( S A L )
a s s a y a n d t h e d o u b l e o r t o p a g a r l a y e r ( D A L ) a s s a y .
S I N G L E A N D D O U B L E A G A R L A Y E R A S S A Y M E T H O D S
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T h e D A L m e t h o d w a s d e v e l o p e d o v e r t h i r t y y e a r s a g o ( A d a m s
1 9 5 9 ) . F i r s t a b o t t o m l a y e r o f n u t r i e n t a g a r i s p o u r e d i n t o a n
a g a r d i s h a n d a l l o w e d t o h a r d e n . T h e n a s m a l l v o l u m e o f t o p a g a r
w h i c h c o n t a i n s l e s s a g a r b y w e i g h t t h a n t h e b o t t o m a g a r i s m i x e d
w i t h a s m a l l v o l u m e o f s a mp l e a n d h o s t a n d t h e n p o u r e d o n t o t h e
b o t t o m a g a r l a y e r . T h e m a x i m u m v o l u m e o f s a m p l e a s s a y a b l e b y t h e
D A L m e t h o d i s f i v e m l p e r p l a t e . T h i s m e t h o d s h o w s a v e r y h i g h
l e v e l o f s e n s i t i v i t y , b u t i s l i m i t e d t o a s m a l l s a mp l e v o l u m e .
T h e S A L m e t h o d w a s d e v e l o p e d i n 1 9 8 0
'
s a n d t h e n r e f i n e d
( T a r t e r a a n d J o f r e , 1 9 8 7 ; G r a b o w a n d C o u b r o u g h , 1 9 8 6 ) . T h e S A L
m e t h o d d i r e c t l y p l a t e s a l a r g e r v o l u m e o f s a m p l e w a t e r . T h e
a s s a y m i x e s e q u a l v o l u m e s o f n u t r i e n t d o u b l e
- s t r e n g t h a g a r m e d i u m
a n d s a m p l e w a t e r w i t h t h e a d d i t i o n o f a s m a l l a m o u n t o f h o s t a n d
t h e n p o u r s t h e m i x t u r e o n t o l a r g e ( 1 5 0 mm ) d i a m e t e r d i s h e s f o r
e n u m e r a t i o n . T h e m a x i m u m p r a c t i c a l a m o u n t o f s a mp l e a s s a y a b l e b y
t h e S A L m e t h o d i s 2 5 0 m l ( C h u n g , 1 9 9 3 ) . T h e s e n s i t i v i t y o f t h e
S A L m e t h o d a l m o s t m a t c h e s t h e s e n s i t i v i t y o f D A L a s s a y ( S c h w a b e t
a l . 1 9 9 0 ) . T h i s a s s a y i s t h e m o s t e x p e d i e n t c o l i p h a g e a s s a y .
M EM B R A N E F I L T R A T I O N M E T H O D
T h e r e c e n t d e v e l o p m e n t o f a s i mp l e m e m b r a n e f i l t r a t i o n
t e c h n i q u e f o r t h e d i r e c t e n u m e r a t i o n o f c o l i p h a g e s f a c i l i t a t e s
t h e t e s t i n g o f l a r g e r v o l u m e s o f s o u r c e a n d d r i n k i n g w a t e r f o r
F R N A c o l i p h a g e s ( G o y a l e t . a l , 1 9 8 7 ; S o b s e y e t a l . 1 9 9 0 ) . E r b
e t a l . ( 1 9 9 5 ) c o n c l u d e s t h a t t h e m e m b r a n e f i l t r a t i o n m e t h o d i s a
s e n s i t i v e a s s a y f o r d e t e c t i n g l o w c o n c e n t r a t i o n s o f m a l e - s p e c i f i c
b a c t e r i o p h a g e i n l a r g e v o l u m e s o f w a t e r . T h e m e m b r a n e f i l t e r
m e t h o d , w h e n c o m b i n e d w i t h a s u i t a b l e h o s t b a c t e r i u m
,
m a y p r o v i d e
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a s i m p l e a n d e f f i c i e n t m e a n s o f d e t e r m i n i n g t h e v i r a l q u a l i t y o f
s o u r c e a n d d r i n k i n g w a t e r s . A r a u j o u e t a l . ( 1 9 9 3 ) s t a t e s t h a t
v a l u e s o f c o l i p h a g e s f r o m w a t e r s a m p l e s o b t a i n e d t h r o u g h e i t h e r
p l a q u e f o r m i n g u n i t s ( P F U ) o r m o s t p r o b a b l e n u m b e r ( M P N ) m e t h o d s
a r e v e r y s i m i l a r . T h e c o m b i n a t i o n o f t h e m e m b r a n e f i l t r a t i o n
m e t h o d a s a c o n c e n t r a t i o n s t e p f o l l o w e d b y t h e D A L a s s a y p r o v i d e s
a s e n s i t i v e a s s a y w h i c h c a n a n a l y z e t h e c o n c e n t r a t e o f a l a r g e
v o l u m e o f s a m p l e w a t e r .
4 0
M A T E R I A L S A N D M E T H O D S
WA T E R S A M P L E S A N D S A M P L I N G M E T H O D S
S a m p l e s o f e n v i r o n m e n t a l w a t e r s w e r e c o l l e c t e d f r o m a t o t a l o f
1 0 8 s u s p e c t e d f e c a l l y c o n t a m i n a t e d s i t e s i n t h i r t y
- f i v e U S s t a t e s
a n d P u e r t o R i c o ( F i g u r e 2 ) . T h e s a m p l e s i t e s w e r e s u s p e c t e d o f
h a r b o r i n g p o i n t o r n o n
-
p o i n t f e c a l c o n t a m i n a t i o n f r o m h u m a n ,
a g r i c u l t u r a l , a n d o t h e r s o u r c e s o f c o n t a m i n a t i o n . T h e p r o b a b l e
f e c a l c o n t a m i n a t i o n s o u r c e , t h e b o d y o f w a t e r s a m p l e d , a n d t h e
g e o g r a p h i c a l l o c a t i o n o f t h e s a mp l e s i t e w e r e n o t e d a s w e l l
(A p p e n d i x 1 ) .
T h e s a m p l i n g p r o t o c o l i n c l u d e d c o n t a c t i n g a s a mp l e c o l l e c t o r ,
s e n d i n g o u t a f i e l d w a t e r s a mp l e c o l l e c t i o n k i t , s a mp l e
c o l l e c t i o n , a n d s a mp l e s h i p m e n t t o t h e l a b o r a t o r y . I n i t i a l l y ,
t h e p r o s p e c t i v e c o l l e c t o r w a s c o n t a c t e d b y t e l e p h o n e . I n a
f o l l o w - u p c o n v e r s a t i o n a w e e k t o a m o n t h l a t e r , t h e s a m p l e
c o l l e c t i o n d a t e w a s c o n f i r m e d , a n d t h e c a n d i d a t e f e c a l l y
c o n t a m i n a t e d s a mp l i n g s i t e o r s i t e s w e r e e s t a b l i s h e d .
S u b s e q u e n t l y , a c h e s t c o o l e r c o n t a i n i n g t w o , l a b e l e d , a u t o c l a v e -
s t e r i l i z e d a n d s e a l e d 4 - l i t e r s a mp l i n g b o t t l e s , r e t u r n e x p r e s s
a i r w a y b i l l , f r o z e n i c e p a c k s , i n d e l i b l e p e n m a r k e r , d a t a s h e e t ,
a n d p l a s t i c b a g w a s s e n t o u t . T h e c o l l e c t o r s w e n t t o t h e
s a mp l i n g s i t e o r s i t e s a n d c o l l e c t e d a n 8 l i t e r g r a b s a mp l e o f
s u s p e c t e d f e c a l l y c o n t a m i n a t e d s u r f a c e w a t e r . W i t h i n 2 4 h o u r s o f
s a m p l e c o l l e c t i o n , t h e f i e l d s a m p l e r s r e t u r n e d t h e c o o l e r v i a
o v e r n i g h t a i r e x p r e s s s h i p p i n g . U p o n r e c e i p t , t h e s a mp l e s w e r e
p r o c e s s e d i mm e d i a t e l y o r a s q u i c k l y a s p o s s i b l e . V i r t u a l l y a l l
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s a m p l e p r o c e s s i n g w a s c o m p l e t e d w i t h i n 4 8 h o u r s o f s a m p l e
c o l l e c t i o n . S a m p l e s w e r e s t o r e d r e f r i g e r a t e d ( 4
° C ) i n t h e
l a b o r a t o r y u n t i l t h e y w e r e p r o c e s s e d .
H O S T B A C T E R I A
T h i s s t u d y e mp l o y e d f i v e d i f f e r e n t b a c t e r i a l h o s t s t o c o mp a r e
c o l i p h a g e p o p u l a t i o n s i n s u r f a c e w a t e r s a m p l e s . T h e h o s t s
r e p r e s e n t t w o g e n d e r g r o u p s a s d e t e r m i n e d b y p r e s e n c e o r a b s e n c e
o f s e x p i l i , w h e r e F
- m i n u s ( F - ) c o r r e s p o n d s t o f e m a l e o r s o m a t i c
b a c t e r i a
,
a n d F - p l u s ( F + ) d e s i g n a t e s m a l e b a c t e r i a ( M a r t i n 1 9 7 8 ) .
T w o F - m i n u s h o s t s w e r e u s e d f o r d e t e c t i n g s o m a t i c c o l i p h a g e s a n d
t h r e e F + h o s t s w e r e u s e d f o r d e t e c t i n g m a l e
- s p e c i f i c c o l i p h a g e s .
T h e t w o s o m a t i c c o l i p h a g e h o s t s w e r e E s c h e r i c h i a c o l i ( E . c o l i ) C
a n d E . c o l i C N 1 3 . T h e t h r e e m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e h o s t s w e r e
E . c o l i C 3 0 0 0 , E . c o l i F a mp a n d S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m { S .
t y p h i m u r i u m ) WG 4 9 . B e c a u s e S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 i s a S a l m o n e l l a
s t r a i n c o n t a i n i n g a n F
-
p l a s m i d f o r t h e s e x p i l i ( o b t a i n e d f r o m F +
h o s t E s c h e r i c h i a c o l i K 1 2 ) i t m a y b e s t b e c o n s i d e r e d a m a l e -
s p e c i f i c c o l i p h a g e h o s t w h i c h i s p o t e n t i a l l y s e n s i t i v e t o s o m a t i c
S a l m o n e l l a p h a g e s .
H O S T B R O T H S
T h e b a s i c h o s t b r o t h w a s c o mp r i s e d o f t r y p t o n e ( 0 . 8 % ) ( B a c t o -
T r y p t o n e , D i f c o L a b o r a t o r i e s , D e t r o i t , M I ) , y e a s t - e x t r a c t ( 0 . 1 % )
( D i f c o L a b o r a t o r i e s , D e t r o i t , M I ) , a n d N a C l ( 0 . 6 % ) i n d o u b l e
d i s t i l l e d w a t e r ( D r a c o r , D u r h a m , N C ) . T h e b a s e b r o t h t h e n w a s
a u t o c l a v e d a n d p e r m i t t e d t o c o o l i n a 4 7 ° C w a t e r b a t h .
A d d i t i o n a l c o mp o n e n t s a n d a p p r o p r i a t e a n t i b i o t i c s w e r e a d d e d
t o t h e b r o t h b a s e . T o e v e r y 1 0 0 m i l l i l i t e r s ( m l ) o f b r o t h b a s e
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w e r e a d d e d : o n e m l o f 0 . 5 M g l u c o s e ( s u c r o s e , F i s h e r B i o t e c h ,
F i s h e r S c i e n t i f i c , F a i r L a w n , N J ) s o l u t i o n , o n e m l o f 0 . 2 5 M
c a l c i u m c h l o r i d e * 2 H O H ( M a l l i n c k r o d t C h e m i c a l , P a r i s , K E )
s o l u t i o n , a n d o n e m l o f 0 . 0 0 1 5 p e r c e n t m a g n e s i u m s u l f a t e
* 7 H O H
( F i s h e r S c i e n t i f i c . F a i r L a w n , N J ) . T h e b r o t h s f o r E . c o l l C , a n d
E . c o l i C 3 0 0 0 r e c e i v e d n o a n t i b i o t i c s . T o t h e E . c o l i C N 1 3 b r o t h
o n e m l o f n a l i d i x i c a c i d ( 1 0 0 mg / L ) w a s a d d e d p e r e v e r y 1 0 0 m l o f
b r o t h (A d a m s 1 9 5 9 ; H a v e l a a r 1 9 8 6 ) . T o t h e E . c o l i F a m p b r o t h ,
o n e m l o f s t r e p t o m y c i n a n d a mp i c i l l i n ( 1 5 0 m g / L e a c h ) s o l u t i o n
w a s a d d e d p e r e v e r y 1 0 0 m l o f b r o t h (A d a m s 1 9 5 9 ; D e b a r t o l o m e i s
a n d C a b e l l i 1 9 9 1 ) . T o t h e S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 b r o t h o n e m l o f
n a l i d i x i c a c i d s o l u t i o n ( 1 0 0 m g / L ) a n d o n e m l o f k a n a my c i n
s u l f a t e s o l u t i o n ( 1 0 0 m g / L ) w e r e a d d e d p e r e v e r y 1 0 0 m l o f b r o t h
( A d a m s 1 9 5 9 ; H a v e l a a r 1 9 8 6 ) . T h e b r o t h s w e r e t h e n s t o r e d a t 4 ° C
u n t i l n e e d e d .
A G A R P R E P A R A T I O N
T h i s s t u d y r e q u i r e d t h r e e t y p e s o f t r y p t o n e - g l u c o s e - N a C l a g a r :
n a m e l y , s i n g l e l a y e r a g a r ( S L A ) , d o u b l e l a y e r a g a r ( D L A ) , a n d
s p o t t i n g a g a r ( S A ) . F o r b a s e a g a r m e d i a , a p p r o p r i a t e q u a n t i t i e s
o f t r y p t o n e , a g a r ( B a c t o - A g a r , D i f c o L a b o r a t o r i e s , D e t r o i t , M I ) ,
N a C l , a n d d o u b l e d i s t i l l e d w a t e r w e r e a d d e d t o a o n e l i t e r g l a s s
b o t t l e a n d a u t o c l a v e d . T h e a g a r s d i f f e r e d i n a g a r c o n c e n t r a t i o n
b y w e i g h t : S L A = 1 . 6 % a g a r , D L A = 0 . 8 % , a n d S A = 0 . 7 % a g a r . S i n g l e
l a y e r a g a r ( 1 . 6 % t r y p t o n e , 0 . 2 % g l u c o s e , a n d 1 . 2 % N a C L p e r 1 0 0
m l ) c o n t a i n e d t w i c e t h e c o n c e n t r a t i o n o f i n g r e d i e n t s a s d o u b l e
l a y e r a g a r ( 0 . 8 % t r y p t o n e , 0 . 1 % g l u c o s e , a n d 0 . 6 % N a C L p e r 1 0 0
m l ) . T h e b a s e a g a r m e d i a b o t t l e s w e r e t e m p e r e d i n a 4 7
° C w a t e r
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b a t h
,
a n d a f t e r t h e t e m p e r a t u r e o f t h e a g a r b o t t l e s e q u i l i b r a t e d
w i t h t h e w a t e r t e m p e r a t u r e , a d d i t i o n a l c o m p o n e n t s w e r e a d d e d t o
t h e b a s e a g a r m e d i a i n s a m e p r o p o r t i o n s a s n u t r i e n t s w e r e a d d e d
t o t h e h o s t b r o t h s .
H O S T B A C T E R I A P R E P A R A T I O N
F i v e , s t e r i l i z e d 1 2 5 m l s h a k e r f l a s k s w e r e l a b e l e d
i n d i v i d u a l l y w i t h a h o s t n a m e . T o e a c h f l a s k , 2 5 m l o f
a p p r o p r i a t e h o s t b r o t h w a s a d d e d . T h e n t h e h o s t b r o t h s w e r e
i n o c u l a t e d w i t h a f l a m e s t e r i l i z e d i n o c u l a t i o n l o o p l o a d e d w i t h
t h e a p p r o p r i a t e h o s t t h a w e d f r o m f r o z e n s t o c k . T h e f l a s k s w e r e
i n c u b a t e d o v e r n i g h t o r f o r 8 t o 1 0 h o u r s i n a 3 7
° C i n c u b a t i o n
c h a m b e r o n a s h a k e r t r a y t o a t t a i n l o g
-
p h a s e g r o w t h . A f t e r
i n c u b a t i o n
,
t h e h o s t c u l t u r e s w e r e p l a c e d o n i c e o r s t o r e d i n a
4 ° C c o l d r o o m u n t i l n e e d e d .
S I N G L E A G A R L A Y E R ( S A L ) M E T H O D
T h e s i n g l e a g a r l a y e r c o l i p h a g e a s s a y m e a s u r e d t h e c o l i p h a g e
c o n c e n t r a t i o n b y d i r e c t p l a t i n g . S e e F i g u r e 3 f o r a s c h e m a t i c
r e p r e s e n t a t i o n o f t h e S A L m e t h o d . T h r e e s t e r i l i z e d , 1 2 5 - m l g l a s s
s c r e w - t o p b o t t l e s w e r e l a b e l e d f o r e a c h o f t h r e e h o s t s ( E . c o l l
C N 1 3 , E . c o l l F a mp , a n d S . t y p h l m u r l u m WG 4 9 ) a n d s a m p l e n a m e . T o
e a c h b o t t l e , 5 0 m l o f s a mp l e w a t e r w a s a s e p t i c a l l y p i p e t t e d . T h e
b o t t l e s w e r e p l a c e d i n t o a 3 7
° C w a t e r b a t h
,
a n d e q u i l i b r a t e d f o r
f i v e m i n u t e s .
T h e t h r e e s t e r i l i z e d , 1 2 5 - m l g l a s s s c r e w t o p b o t t l e s
c o n t a i n i n g 5 0 m l o f m o l t e n a g a r m e d i u m f o r e a c h h o s t w e r e
p r e p a r e d . T h e n 1 . 0 m l o f a p p r o p r i a t e h o s t w a s a d d e d t o e a c h o f
t h e h o s t s a mp l e w a t e r b o t t l e s i n t h e 3 7
° C w a t e r b a t h . T h e h o s t
4 4
a n d w a t e r m i x t u r e w a s i n c u b a t e d f o r t w o m i n u t e s t o p e r m i t
a t t a c h m e n t o f b a c t e r i o p h a g e t o b a c t e r i a l h o s t . T h e c o n t e n t s o f
t h e s a mp l e w a t e r b o t t l e w e r e p o u r e d i n t o t h e c o r r e s p o n d i n g a g a r
m e d i u m b o t t l e , m i x e d b r i e f l y , a n d t h e n p o u r e d o n t o t h r e e l a r g e
( 1 5 0 m m d i a m e t e r ) c u l t u r e d i s h e s ( F i g u r e 3 ) .
T h e c u l t u r e d i s h e s h a r d e n e d w i t h l i d s c r a c k e d f o r t e n m i n u t e s .
T h e n t h e p l a t e s w e r e i n v e r t e d a n d i n c u b a t e d a t 3 7
° C o v e r n i g h t o r
f o r 6 t o 1 0 h o u r s . T h e n u m b e r o f p l a q u e s w a s c o u n t e d , a n d t h e n
t h e t i t e r o f p l a q u e f o r m i n g u n i t s p e r 1 0 0 m l o f s a mp l e w a t e r w a s
c a l c u l a t e d a n d r e c o r d e d .
C O N C E N T R A T I O N B Y A D S O R P T I O N T O A N D E L U T I O N F R O M M I CR O P O R O U S
F I L T E R S
T h e s e c o n d e x p e r i m e n t a l m e t h o d p r o c e s s e d w a t e r s a m p l e s b y
v i r u s a d s o r p t i o n t o a n d e l u t i o n f r o m m i c r o p o r o u s f i l t e r s ( F i g u r e
4 ) . F r e s h w a t e r s a mp l e s a n d b r a c k i s h o r s a l t w a t e r s a m p l e s w e r e
p r o c e s s e d d i f f e r e n t l y . W a t e r s w i t h s a l i n i t y l e s s t h a n 2 0 0 p p m
w e r e t r e a t e d a s f r e s h w a t e r , a n d w a t e r s w i t h s a l i n i t y g r e a t e r
t h a n 3 0 0 p p m w e r e t r e a t e d a s s a l i n e w a t e r s . T h e f e w w a t e r
s a m p l e s w h i c h f e l l b e t w e e n t h e s e t w o b o u n d a r i e s w e r e p r o c e s s e d a s
f r e s h o r s a l i n e w a t e r s a mp l e s a s d e t e r m i n e d b y t h e c o l l e c t o r
'
s
a n d t h e p r o c e s s o r
'
s j u d g m e n t . T h e s a l i n i t y w a s m e a s u r e d w i t h a
p o r t a b l e c o n d u c t i v i t y m e t e r ( G i l m a n , A u b u r n , M I ) .
T h e f i l t r a t i o n s e t - u p u t i l i z e d s t a n d a r d a p p a r a t u s f o r v a c u u m
f i l t r a t i o n a n d e a c h s a m p l e w a s p r o c e s s e d t h r o u g h t w o g l a s s
f i l t r a t i o n a s s e m b l i e s . H a l f o f t h e w a t e r s a m p l e w a s p a s s e d
t h r o u g h e a c h f i l t r a t i o n u n i t . N i n e t y mm d i a m e t e r v a c u u m f i l t e r
a s s e m b l i e s ( M o d e l 1 9 5 0 - - 0 0 9 , W h a t m a n I n t e r n a t i o n a l , L t d . ,
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M a i d s t o n e , E n g l a n d ) w e r e u s e d w i t h a 9 0 mm d i a m e t e r , l / 8 t h - i n c h
t h i c k , p o r o u s , c o a r s e g r a d e , p o l y p r o p y l e n e f i l t e r s u p p o r t p l a t e
( P o r e x T e c h n o l o g i e s , F a i r b u r n e , G A ) t o p r o v i d e u n i f o r m f l o w
t h r o u g h f i l t e r s . T h e v a c u u m f i l t e r a s s e m b l i e s w e r e s t e r i l i z e d b y
a u t o c l a v i n g , a n d t h e f i l t e r s u p p o r t s w e r e s t e r i l i z e d b y a b l e a c h
w a s h , d i s t i l l e d w a t e r r i n s e , a n d f i v e m i n u t e s e x p o s u r e t o a n
u l t r a v i o l e t l a mp i n a l a m i n a r f l o w h o o d .
T h e p r o c e s s i n g o f f r e s h w a t e r s a m p l e s u s e d t w o l a y e r s o f 9 0 m m
d i a m e t e r , p o s i t i v e l y c h a r g e d , f i b e r g l a s s f i l t e r m e d i u m ( V i r o s o r b
I M D S
,
C u n o
,
M e r i d e n
,
C N ) , a n d s a l i n e w a t e r s a m p l e s w e r e f i l t e r e d
t h r o u g h o n e 9 0 mm d i a m e t e r , c e l l u l o s e e s t e r f i l t e r w i t h 0 . 4 5
m i c r o m e t e r p o r e s i z e (M i l l i p o r e H A , B e d f o r d , M A ) . T h e f i l t e r s
w e r e s t e r i l i z e d b y a u t o c l a v i n g b e f o r e u s e .
T o s a l i n e s a mp l e w a t e r s , o n e m l o f a n a u t o c l a v e
- s t e r i l i z e d
s t o c k s o l u t i o n o f 4 M m a g n e s i u m c h l o r i d e
* 6 H O H ( M a l l i n c k r o d t
C h e m i c a l
,
P a r i s
,
K E ) w a s a d d e d p e r 1 0 0 m l o f s a mp l e b e f o r e v a c u u m
f i l t r a t i o n t o a c h i e v e a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 0 4 M .
A f t e r s e t t i n g u p t h e f i l t r a t i o n a s s e m b l y , t h e s a m p l e w a t e r w a s
v a c u u m f i l t e r e d a t a f l o w r a t e o f 1 5 t o 4 0 m l p e r m i n u t e , a f a s t
d r i p . I n t h i s s t e p , t h e v i r u s e s a d s o r b e d t o t h e f i l t e r m e d i u m .
S a mp l e w a t e r w a s p a s s e d t h r o u g h t h e f i l t e r s u n t i l t h e f i l t e r s
w e r e a l m o s t c l o g g e d w i t h m a t t e r p r e s e n t i n t h e w a t e r s . T h e
r e m a i n i n g w a t e r i n t h e f i l t r a t i o n t o w e r w a s v a c u u m e d t h r o u g h t h e
f i l t e r
,
a n d t h e n e g a t i v e p r e s s u r e w a s c u t o f f . T h e n 5 0 m l
c e n t r i f u g a t i o n t u b e s w e r e a t t a c h e d t o t h e v a c u u m f i l t r a t i o n
a p p a r a t u s b e n e a t h t h e f i l t e r f u n n e l o u t l e t .
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T h e a d s o r b e d v i r u s e s w e r e r e c o v e r e d f r o m t h e f i l t e r s b y t w o
s u c c e s s i v e e l u t i o n s . T h e v i r u s e s w e r e e l u t e d f r o m t h e f i l t e r s
w i t h a s o l u t i o n o f 1 . 5 % b e e f e x t r a c t ( B B L B e e f E x t r a c t P o w d e r ,
B e c t o n D i c k i n s o n , C o c k e y s v i l l e , M D ) a n d 0 . 0 5 M g l y c i n e s o l u t i o n
( M a l l i n c k r o d t S p e c i a l t y C h e m i c a l s C o , P a r i s , K E ) w h i c h w a s
a u t o c l a v e d a n d a d j u s t e d t o p H 9 . 5 w i t h s t o c k a c i d ( 0 . 1 , 1 a n d 5 M
H C l ) a n d b a s e s o l u t i o n s ( 0 . 1 , 1 a n d 5 M N a O H ) . T w e n t y m l o f b e e f
e x t r a c t s o l u t i o n w a s a d d e d t o e a c h f i l t e r a n d a l l o w e d t o r e m a i n
f o r 5 m i n u t e s . T h e n , b y v a c u u m f i l t r a t i o n , t h e e l u a t e w a s
c o l l e c t e d i n t h e c e n t r i f u g e t u b e s . T h i s s t e p w a s r e p e a t e d a
s e c o n d t i m e w i t h a n o t h e r 2 0 m l o f e l u t i o n m e d i u m . T h e i n d i v i d u a l
s a mp l e e l u a t e s f r o m d u p l i c a t e f i l t e r s w e r e c o m b i n e d t o c r e a t e a
s a mp l e e l u a t e v o l u m e o f a p p r o x i m a t e l y 8 0 m l . T h e v o l u m e o f w a t e r
f i l t e r e d a n d t h e v o l u m e o f e l u a t e c o l l e c t e d w e r e m e a s u r e d a n d
r e c o r d e d . T h e e l u a t e w a s t r a n s f e r r e d t o a 1 2 5 m l s c r e w t o p
p o l y p r o p y l e n e b o t t l e a n d a s m a l l s t i r b a r w a s p l a c e d i n t h e
b o t t l e . T h e e l u a t e w a s a d j u s t e d t o p H 7 . 0 - 7 . 2 w i t h s t o c k a c i d
( 0 . 1 , 1 a n d 5 M H C l ) a n d b a s e s o l u t i o n s ( 0 . 1 , 1 a n d 5 M N a O H ) .
T h e e l u a t e w a s s t o r e d a t 4 ° C u n t i l a s s a y e d b y t h e D A L m e t h o d .
L a t e r
,
r e m a i n i n g e l u a t e w a s t r a n s f e r r e d t o 5 0 m l c e n t r i f u g e t u b e s
a n d s t o r e d a t - 7 0 ° C .
D OU B L E A G A R L A Y E R ( D A L ) A S SA Y O F F I L T E R E L U A T E S
T h e d o u b l e a g a r l a y e r c o l i p h a g e a s s a y w a s u s e d t o m e a s u r e
c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s i n f i l t e r e l u a t e ( F i g u r e 4 ) . F i v e
s t e r i l i z e d , 1 2 5 m l g l a s s s c r e w t o p b o t t l e s c o n t a i n i n g s i n g l e
s t r e n g t h , d o u b l e a g a r l a y e r m e d i u m w e r e p r e p a r e d , o n e f o r e a c h
h o s t ( E . c o l i C , CN 1 3 , C 3 0 0 0 a n d F a mp a n d S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 ) ,
4 7
a n d p l a c e d i n a 4 7
° C w a t e r b a t h . T h e m e d i a v o l u m e s w e r e 2 5 m l
f o r s o m a t i c h o s t s ( E . c o l i C a n d CN 1 3 ) a n d 5 0 m l f o r m a l e -
s p e c i f i c h o s t s { E . c o l i C 3 0 0 0 , E . c o l i F a mp a n d S . t y p h i m u r i u m
WG 4 9 ) .
F i l t e r e l u a t e s a m p l e w a s a d d e d t o e a c h o f t h e f i v e b o t t l e s o f
a g a r m e d i a i n t h e 4 7
°
C w a t e r b a t h a t a r a t i o o f 2 0 m l o f s a m p l e
e l u a t e t o 1 0 0 m l o f m o l t e n a g a r . I m m e d i a t e l y a f t e r w a r d s , t h e
a p p r o p r i a t e h o s t s w e r e a d d e d t o e a c h o f t h e b o t t l e s a t t h e r a t i o
o f o n e m l o f b a c t e r i a l h o s t p e r 1 0 0 m l o f m o l t e n a g a r . T h e
c o n t e n t s w e r e m i x e d b r i e f l y , a n d t h e n p o u r e d i n t o a p p r o p r i a t e l y
l a b e l e d 6 0 mm d i a m e t e r c u l t u r e d i s h e s c o n t a i n i n g b o t t o m a g a r .
F i v e d i s h e s w e r e p r e p a r e d p e r s o m a t i c h o s t a n d t e n d i s h e s p e r
m a l e - s p e c i f i c h o s t . A s m a l l v o l u m e ( 1 m l ) o f e l u a t e w a s a s s a y e d
o n e a c h d i s h .
T h e c o n t e n t s o f t h e c u l t u r e d i s h e s h a r d e n e d w i t h l i d s c r a c k e d
f o r t e n m i n u t e s . T h e n , t h e p l a t e s w e r e i n v e r t e d a n d i n c u b a t e d a t
3 7 '-
' C o v e r n i g h t o r f o r 6 t o 1 0 h o u r s . A f t e r i n c u b a t i o n t h e n u m b e r
o f p l a q u e s w e r e c o u n t e d . T h e t i t e r o f p l a g u e f o r m i n g u n i t s p e r
1 0 0 m l o f o r i g i n a l s a m p l e w a t e r w a s c a l c u l a t e d a n d r e c o r d e d .
P H A G E I S O L A T I O N F R O M M A L E - S P E C I F I C H O S T S A N D C H A R A C T E R I Z A T I O N O F
P H A G E I S O L A T E S
F r o m s o m e w a t e r s a m p l e s , s e l e c t e d p h a g e p l a q u e s w e r e p i c k e d
f r o m t h e d o u b l e a g a r l a y e r p l a q u e a s s a y c u l t u r e d i s h e s o f t h e
t h r e e m a l e - s p e c i f i c h o s t s . T h e p i c k e d p l a q u e s w e r e s u s p e n d e d i n
0 . 5 m l o f a s o l u t i o n o f 2 0 % g l y c e r o l ( S i g m a C h e m i c a l , S t . L o u i s ,
M O ) a n d 8 0 % 0 . 2 M p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e ( P B S ) i n a 1 . 0 m l
p o l y p r o p y l e n e E p p e n d o r f m i c r o f u g e t u b e ( E p p e n d o r f , N e w Y o r k , N Y ) ,
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a n d v o r t e x m i x e d ( V o r t e x G e n i e , F i s h e r B r a n d S c i e n t i f i c , L a w n W a y ,
N J ) . T h e p i c k e d p l a q u e s w e r e a s s a y e d i mm e d i a t e l y o r s t o r e d a t -
7 0 ° C u n t i l a s s a y .
C R O S S - P L A T I N G
T h e f i r s t s t e p i n c h a r a c t e r i z i n g p h a g e i s o l a t e s w a s t o
d e t e r m i n e t h e i r a b i l i t y t o g r o w o n v a r i o u s b a c t e r i a l h o s t s b y a
s p o t p l a t i n g a s s a y , a s o c a l l e d
"
c r o s s - p l a t i n g
"
a s s a y ( F i g u r e 5 ) .
T h e c r o s s - p l a t i n g a s s a y r e q u i r e d t h e p r e p a r a t i o n o f t e n s p o t a g a r
d i s h e s c o n t a i n i n g n u t r i e n t
- a g a r m e d i u m , a p p r o p r i a t e a n t i b i o t i c s ,
a n d a s p e c i f i c b a c t e r i a l h o s t . T o p r e p a r e t h e p l a t e s , m o l t e n
n u t r i e n t - a g a r m e d i a w e r e p r e p a r e d a n d d i s t r i b u t e d i n 1 0 0 m l
a m o u n t s , a p p r o p r i a t e a n t i b i o t i c s w e r e a d d e d , o n e m l o f
a p p r o p r i a t e h o s t w a s a d d e d t o t h e a g a r , t h e b o t t l e w a s m i x e d , a n d
t h e c o n t e n t s s u b s e q u e n t l y p o u r e d o n 1 5 0 m m d i a m e t e r c u l t u r e
d i s h e s ( F i g u r e 5 ) . E a c h c r o s s - p l a t i n g d i s h c o n t a i n e d 3 3 m l o f
n u t r i e n t - a g a r
- h o s t m i x t u r e ( T a b l e 3 ) .
T h e m e d i u m i n c r o s s - p l a t i n g c u l t u r e d i s h e s w a s h a r d e n e d f o r
t e n m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e w i t h l i d s c r a c k e d . T h e n a
n u m b e r e d
,
c r o s s - h a t c h e d t e mp l a t e w h i c h d i v i d e d t h e d i s h i n t o
n u m b e r e d s q u a r e s w a s d r a w n o n t h e b o t t o m o f t h e c u l t u r e d i s h e s
u s i n g a n i n d e l i b l e m a r k i n g p e n . T h e s u s p e n s i o n o f p h a g e i s o l a t e s
w e r e a l l o w e d t o t h a w , v o r t e x e d , a n d 1 0 m i c r o l i t e r v o l u m e s w e r e
d i s p e n s e d a s e p t i c a l l y w i t h d i s p o s a b l e m i c r o p i p e t t o r t i p s o n t o t h e
s p o t t i n g d i s h e s i n a p p r o p r i a t e l y n u m b e r e d s q u a r e s . T h e p l a t e s
a i r d r i e d f o r t e n m i n u t e s w i t h c r a c k e d l i d s , a n d t h e n t h e p l a t e s
w e r e i n v e r t e d a n d i n c u b a t e d a t 3 7 ° C o v e r n i g h t o r f o r 6 t o 1 0
h o u r s .
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T h e c r o s s - p l a t i n g a s s a y w a s r e a d a n d s c o r e d u s i n g t h e
f o l l o w i n g c r i t e r i a : a p l a q u e r e c e i v e d 3 + s c o r e f o r a c l e a r ,
d i s t i n c t , a n d d r o p s i z e z o n e o f l y s i s ; 2 + f o r a l e s s d i s t i n c t
p l a q u e o r a p l a q u e w i t h d i s c o n t i n u o u s o r f u z z y b o r d e r s , a n d + f o r
a s m a l l s p o t o f l y s i s o r a v e r y f a i n t z o n e o f l y s i s .
T h e s o m a t i c c o l i p h a g e h o s t s w e r e E . c o l i C , C N 1 3 , a n d K 1 2 F
-
.
T h e m a l e c o l i p h a g e h o s t s i n c l u d e d E . c o l i C 3 0 0 0 , K 1 2 F + , F a m p ,
a n d S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 . P h a g e s w e r e t y p e d a s s o m a t i c c o l i p h a g e s
f o r g r o w t h o n m a l e a n d f e m a l e c o l i p h a g e h o s t s , o r m a l e c o l i p h a g e s
f o r l y s i s o n m a l e h o s t s b u t n o l y s i s o n f e m a l e h o s t s . M a l e
-
s p e c i f i c c o l i p h a g e s w e r e s u b d i v i d e d i n t o F + R N A a n d F + D N A
c o l i p h a g e s a c c o r d i n g t o t h e i r a b i l i t y t o f o r m a z o n e o f l y s i s o n
a g a r m e d i a
- h o s t p l a t e s w i t h a n d w i t h o u t R N A s e s o l u t i o n ( 0 . 1
mg / m l ; F i s h e r S c i e n t i f i c ) . L y s i s o n m a l e
- s p e c i f i c h o s t s ( E . c o l i
C 3 0 0 0 a n d S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 ) w i t h R N A s e i n d i c a t e d a F + D N A
p h a g e . L y s i s o n t h e m a l e s p e c i f i c h o s t s w i t h o u t R N A s e a n d n o
l y s i s o n h o s t s w i t h R N A s e i n d i c a t e d a F + R N A p h a g e .
L y s i s o n S . t y p h i m u r i u m WG 4 5 o r b o t h S . t y p h i m u r i u m WG 4 5 a n d
WG 4 9 i n d i c a t e d t h a t t h e p h a g e i s o l a t e w a s a s o m a t i c S a l m o n e l l a
p h a g e . P h a g e i s o l a t e s w h i c h f a i l e d t o f a l l c l e a r l y i n t o o n e
c a t e g o r y o r a n o t h e r w e r e c l a s s i f i e d a s m i x e d / u n k n o w n a n d s t o r e d
f o r f u t u r e a n a l y s i s . T h e r e s u l t s o f t h e c r o s s - p l a t i n g a s s a y w e r e
s c o r e d a n d r e c o r d e d .
S T A T I S T I C A L A N A L Y S I S C O N S I D E R A T I O N S : T R A N S F O R MA T I O N A N D
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T h e m e a n c o n c e n t r a t i o n s r e p o r t e d i n t h e r e s u l t s r e p r e s e n t a
g r a n d m e a n w h i c h w a s c a l c u l a t e d f r o m t h e m e a n o f t h e i n d i v i d u a l
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a s s a y m e a n s . T h e i n d i v i d u a l a s s a y m e a n w a s c a l c u l a t e d b y s u m m i n g
t h e t o t a l n u m b e r o f p l a q u e f o r m i n g u n i t s p e r p l a t e e n u m e r a t e d o n
a h o s t f o r a g i v e n s a m p l e ( n = 5 p l a t e s f o r s o m a t i c h o s t s a n d n = 1 0
p l a t e s f o r F
- s p e c i f i c h o s t s ) a n d d i v i d i n g b y t h e t o t a l v o l u m e o f
w a t e r a n a l y z e d b y t h a t s e t o f p l a t e s a n d c o n v e r t i n g t h e
c o n c e n t r a t i o n i n t o P F U / l O O m l o f s a mp l e . T h e i n d i v i d u a l h o s t a n d
s a m p l e p a i r c o n c e n t r a t i o n r e c o r d e d i s a n a v e r a g e v a l u e f o r
r e p l i c a t e d i s h e s (A p p e n d i c e s 2 & 3 ) . T h e n , a l l o f t h e i n d i v i d u a l
h o s t a n d s a mp l e p a i r m e a n c o n c e n t r a t i o n s i n P F U / l O O m l w e r e
a v e r a g e d t o c o mp u t e a h o s t g r a n d m e a n w h i c h w a s r e p r e s e n t e d i n
t h e r e s u l t s a s m e a n c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n ( A p p e n d i c e s 2 & 3 ) .
T h e m e a n a n a l y s i s d e p i c t e d i n t h e r e s u l t s i s a g r a n d m e a n
a n a l y s i s ( o r a m e a n a n a l y s i s o f i n d i v i d u a l m e a n s ) . T h e m e a n
c o n c e n t r a t i o n s r e p o r t e d i n t h e
"
R e s u l t s " s e c t i o n o f t h i s r e p o r t
a r e g r a n d m e a n c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s .
H o w t h e m e a n c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n i s e s t i m a t e d o r
c a l c u l a t e d c a n c h a n g e i t s n u m e r i c a l v a l u e . T h e a r i t h m e t i c m e a n
d i v i d e s t h e s u m o f t h e i n d i v i d u a l m e a n l o g i o c o l i p h a g e
c o n c e n t r a t i o n s b y t h e n u m b e r o f e n v i r o n m e n t a l s a mp l e s a s s a y e d f o r
c o l i p h a g e ( u n i v a r i a t e p r o c e d u r e , S A S ) . T h e l e a s t - s q u a r e s ( L S )
p r o c e d u r e c a l c u l a t e s a l i n e o f b e s t
- f i t ( o r m a x i m u m l i k e l i h o o d )
w h i c h m i n i m i z e s t h e s u m o f t h e s q u a r e s o f d i s t a n c e s b e t w e e n t h e
l i n e o f b e s t f i t a n d t h e r e s p e c t i v e d a t a p o i n t s t o y i e l d a L S
m e a n v a l u e ( K l e i n b a u m 1 9 8 8 ) . T h e a r i t h m e t i c a n d l e a s t - s q u a r e s
m e a n s d i f f e r f u n d a m e n t a l l y b u t y i e l d s i m i l a r r e s u l t s i f t h e d a t a
f o l l o w a l i n e a r d i s t r i b u t i o n . T h i s s t u d y r e p o r t s o n l y L S m e a n
v a l u e s g e n e r a t e d b y S A S c o d e .
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T h e d a t a r e p r e s e n t e d a n a m a l g a m a t i o n o f w a t e r s a m p l e s
c o l l e c t e d f r o m d i v e r s e e n v i r o n m e n t a l s i t e s , a n d c o n s e q u e n t l y t h e
d a t a s e t d e m o n s t r a t e d a l a r g e d e g r e e o f v a r i a n c e . T h e d a t a w e r e
p r e p a r e d f o r a n a l y s i s b y a l o g i o t r a n s f o r m a t i o n t o s t a b i l i z e a n d
n o r m a l i z e t h e v a r i a n c e ( K l e i n b a u m e t . a l 1 9 8 8 ) a n d b y w e i g h t i n g
t o r e f l e c t t h e v a r i a t i o n o r h e t e r o s c e d a c i t y i n s a m p l e v o l u m e
a s s a y e d (D r a p e r a n d S m i t h , 1 9 8 1 ; N e t e r , W a s s e r m a n a n d K u t n e r ,
1 9 8 3 ) . A t r a n s f o r m a t i o n o f a d a t a s e t c o n v e r t s r a w d a t a i n t o
t r a n s f o r m e d d a t a b y s u b s t i t u t i n g e v e r y d a t a v a l u e i n t o a
f u n c t i o n , s u c h a s t h e l o g i o f u n c t i o n , w h i c h g e n e r a t e s a n e w s e t o f
t r a n s f o r m e d d a t a v a l u e s w h i c h o f t e n t i m e s b e t t e r s a t i s f y t h e
a s s u mp t i o n s f o r a n a l y s i s . W e i g h t i n g s t r a t e g i e s b e t t e r r e f l e c t
t h e p r e c i s i o n o f e a c h o b s e r v a t i o n b y mu l t i p l y i n g t h e d a t a v a l u e
b y t h e i n v e r s e o f i t s v a r i a n c e o r a p p r o x i m a t e l y s o ( D r a p e r a n d
S m i t h 1 9 8 1 ) .
T h e l i t e r a t u r e i n d i c a t e s t h a t d a t a d e r i v e d f r o m e n v i r o n m e n t a l
,
n a t u r a l
,
o r b i o l o g i c a l o r i g i n s o f t e n t i m e s d e m o n s t r a t e s v a r i a n c e s
w h i c h s p a n s e v e r a l o r d e r s o f m a g n i t u d e . A l o g i o t r a n s f o r m a t i o n
o f t e n d r a m a t i c a l l y r e d u c e s t h e v a r i a n c e o f t h e d a t a a n d r e s h a p e s
t h e d a t a i n t o a n a p p r o x i m a t e n o r m a l d i s t r i b u t i o n . I n i t i a l l y t h e
r a w m e a n c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s s p a n n e d s i x o r d e r s o f m a g n i t u d e
( A p p e n d i x 2 ) b u t o n l y c o v e r e d o n e o r d e r o f m a g n i t u d e a f t e r l o g i o
t r a n s f o r m a t i o n ( A p p e n d i x 3 ) . A d d i t i o n a l l y t h e l o g i o
t r a n s f o r m a t i o n h e l p e d c l a r i f y t h e t r e n d s i n t h e d a t a . R e m i n g t o n
e t a l . ( 1 9 8 5 ) s t a t e s t h a t t r a n s f o r m a t i o n s i n v o l v e n o t h i n g m o r e
t h a n c h a n g i n g t h e s c a l e o f m e a s u r e m e n t a n d a r e a n a l o g o u s t o
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c h a n g i n g t h e t e mp l a t e o n a m e a s u r i n g g a u g e . B a r t l e t t ( 1 9 4 7 )
d i s c u s s e s t r a n s f o r m a t i o n s i n d e t a i l .
T h e u t i l i t y o f a p p l y i n g a w e i g h t i n g s t r a t e g y t o t h e a n a l y s i s
o f t h e d a t a w a s e x p l o r e d . P r e v i o u s s t u d i e s o f m i c r o b i o l o g i c a l
w a t e r q u a l i t y i n d i c a t o r s d e m o n s t r a t e t h a t i n c r e a s i n g t h e v o l u m e
o f w a t e r f i l t e r e d i n c r e a s e s t h e p r e c i s i o n o f t h e e s t i m a t e o f t h e
m e a n i n d i c a t o r c o n c e n t r a t i o n . A w e l l d e s i g n e d w e i g h t i n g s t r a t e g y
i n c r e a s e s t h e r e l a t i v e w e i g h t o f t h e m o s t p r e c i s e c o n c e n t r a t i o n
e s t i m a t e s a n d d e c r e a s e s t h e r e l a t i v e w e i g h t o f t h e l e s s p r e c i s e
c o n c e n t r a t i o n e s t i m a t e s . T h e r e f o r e , w e i g h t i n g a p p e a r e d t o b e a
v a l u a b l e a n d n e c e s s a r y t o o l f o r a n a l y z i n g t h i s d a t a d u e t o t h e
v a r i a t i o n i n v o l u m e o f s a mp l e w a t e r f i l t e r e d a c r o s s s a mp l e s
( v p r o c ; A p p e n d i x 2 ) .
T h e p r o c e s s e d w a t e r s a m p l e s w e r e a s s i g n e d a n i n d i v i d u a l w e i g h t
b a s e d o n t h e t o t a l v o l u m e o f w a t e r f i l t e r e d o r p r o c e s s e d . T h e
w e i g h t f a c t o r ( W F ) e q u a l e d t h e i n v e r s e o f t h e v o l u m e p r o c e s s e d o r
f i l t e r e d ( v p r o c ; A p p e n d i x 2 ) . C o n s e q u e n t l y t h e t o t a l v o l u m e o f
w a t e r f i l t e r e d o r p r o c e s s e d f e l l i n t o t h e d e n o m i n a t o r . A s t h e
v o l u m e o f w a t e r p r o c e s s e d i n c r e a s e d , t h e p r e c i s i o n o f t h e
e s t i m a t e o f t h e c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n p r e s e n t i n t h e w a t e r
s a mp l e i n c r e a s e d . A c c o r d i n g l y , t h e s a m p l e s i n w h i c h g r e a t e r
v o l u m e s o f w a t e r w e r e p r o c e s s e d r e c e i v e d g r e a t e r r e l a t i v e
w e i g h t s .
S T A T I S T I CA L S T R A T EG I E S A N D A N A L Y S E S
T h e f o l l o w i n g s o f t w a r e p a c k a g e s w e r e u t i l i z e d t o a n a l y z e t h e
d a t a : Qu a t t r o P r o f o r W i n d o w s V e r s i o n 5 . 0 0 , A b s t a t R e l e a s e 7 . 0 1 ,
a n d S A S V e r s i o n 6 . 1 1
.
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R E S U L T S
T h i s s t u d y e v a l u a t e s a n d c o m p a r e s a l t e r n a t i v e m e t h o d s t o
d e t e c t s o m a t i c a n d ma l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s a s i n d i c a t o r s f o r
f e c a l c o n t a m i n a t i o n i n e n v i r o n m e n t a l w a t e r s a mp l e s . T h e c e n t r a l
c o mp a r i s o n s a n d e v a l u a t i o n s a r e f o r t h e b a c t e r i a l h o s t s , a s s a y
m e t h o d s , a n d w a t e r t y p e s f o r e a c h g r o u p o f c o l i p h a g e s . T h e
b a c t e r i a l h o s t c o mp a r i s o n s e x a m i n e d f i v e d i f f e r e n t c o l i p h a g e s
h o s t s : t w o f o r s o m a t i c c o l i p h a g e s a n d t h r e e f o r m a l e
- s p e c i f i c
c o l i p h a g e s . T h e s o m a t i c h o s t s w e r e E . c o l i C a n d C N 1 3 , a n d t h e
m a l e - s p e c i f i c h o s t s w e r e E . c o l i C 3 0 0 0 , E . c o l i F a mp , a n d S .
t y p h i m u r i u m WG 4 9 . A s a n o t h e r t a s k , t w o m e t h o d o l o g i e s w e r e t e s t e d
a n d c o m p a r e d f o r d e t e r m i n i n g t h e c o n c e n t r a t i o n s o f s o m a t i c a n d
m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s i n e n v i r o n m e n t a l w a t e r s a mp l e s . T h e t w o
m e t h o d s w e r e t h e d i r e c t s i n g l e a g a r l a y e r a s s a y ( S A L ) , a n d
c o n c e n t r a t i o n b y f i l t r a t i o n
- a d s o r p t i o n
- e l u t i o n f o l l o w e d b y t h e
d o u b l e a g a r l a y e r a s s a y ( F A E / D A L ) . T h i s s t u d y i n v e s t i g a t e d t h e
o c c u r r e n c e o f c o l i p h a g e s i n d i f f e r e n t f r e s h , b r a c k i s h ( o r
e s t u a r i n e ) , a n d s a l t s u r f a c e w a t e r s a l s o .
T h e l i t e r a t u r e i n d i c a t e s t h a t m i c r o b i o l o g i c a l d a t a d e r i v e d
f r o m e n v i r o n m e n t a l m e d i a o f t e n d e m o n s t r a t e c o n c e n t r a t i o n s o f
c o l i p h a g e s t h a t r a n g e o v e r s e v e r a l o r d e r s o f m a g n i t u d e a n d t h e
c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s d e t e c t e d i n t h i s s t u d y v a r i e d m o r e t h a n
s i x o r d e r s o f m a g n i t u d e . T h e m a x i m u m c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n
d e t e c t e d w a s 1 9 1 2 P F U / l O O m l o n s o m a t i c h o s t E . c o l i CN 1 3 , a n d
t h e m i n i m u m c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n w a s l e s s t h a n 0 . 0 0 4 P F U / l O O
m l o n m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e h o s t E . c o l i F a mp ( A p p e n d i x 2 ) .
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F o l l o w i n g t h e l o g i o t r a n s f o r m a t i o n o f t h e d a t a , t h e m i n i m u m a n d
m a x i m u m v a l u e s r a n g e d f r o m
- 2
. 5 6 o n E . c o l i F a mp t o 3 . 2 8 o n E .
c o l l C N 1 3 ( A p p e n d i x 3 ) . T h e l o g i o t r a n s f o r m a t i o n r e d u c e d t h e
r a n g e i n t h e d a t a s e t t o r o u g h l y o n e o r d e r o f m a g n i t u d e .
A d d i t i o n a l l y t h e t r a n s f o r m e d d a t a s e t f o l l o w e d a n a p p r o x i m a t e
n o r m a l d i s t r i b u t i o n . T h e l o g i o t r a n s f o r m a t i o n l i n e a r i z e s t h e
d i s t r i b u t i o n o f c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s w h i c h s i m p l i f i e s d a t a
a n a l y s i s a n d i n t e r p r e t a t i o n . T h e c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n
a n a l y s i s w e r e a n a l y z e d i n p a r a l l e l u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d
r e g r e s s i o n s .
C O M P A R I S O N S O F C O L I P H A G E G R O U P S A N D T H E I R H O S T S
CO M P A R I S O N S O F O V E R A L L M E A N V A L U E S
A s t h e p r i n c i p a l f o c u s , t h e s t u d y c o m p a r e d t h e s o m a t i c a n d
m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e g r o u p s a n d s o m a t i c a n d m a l e
- s p e c i f i c
c o l i p h a g e s h o s t s i n d i v i d u a l l y f o r e a c h g r o u p . F o r s o m a t i c
c o l i p h a g e s d e t e c t e d b y c o m b i n e d S A L a n d F A E / D A L m e t h o d s i n
c o m b i n e d f r e s h a n d s a l i n e w a t e r s o n h o s t E . c o l i C a n d E . c o l i
C N 1 3 i n l o g i o P F U / l O O m l u n i t s , t h e u n w e i g h t e d l e a s t s q u a r e s m e a n
c o n c e n t r a t i o n ( a n d s t a n d a r d e r r o r ) f o r E . c o l i C w a s 1 . 8 ( 0 . 1 )
a n d 1 . 4 ( 0 . 1 ) f o r E . c o l i C N 1 3 ( T a b l e 4 ) . T h e w e i g h t e d l e a s t
s q u a r e s m e a n c o n c e n t r a t i o n e s t i m a t e s ( a n d s t a n d a r d e r r o r s ) o f
s o m a t i c c o l i p h a g e s w e r e 1 . 7 ( 0 . 2 ) o n E . c o l i C a n d 1 . 4 ( 0 . 2 ) o n
E
.
c o l i C N 1 3 i n l o g i o P F U / l O O m l u n i t s ( T a b l e 4 ) . P a r a l l e l
u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d a n a l y s e s i l l u s t r a t e t h a t s o m a t i c h o s t s E .
c o l i C a n d E . c o l i C N 1 3 d e t e c t c o m p a r a b l e l e v e l s o f s o m a t i c
c o l i p h a g e s . B o t h t h e u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d m e a n s f o r t h e
s o m a t i c h o s t s a r e c o m p a r a b l e ( l e s s t h a n h a l f a l o g i c u n i t
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d i f f e r e n c e ) w h i c h i n d i c a t e s t h a t t h e t w o h o s t s d e t e c t s i m i l a r
c o n c e n t r a t i o n s o f s o m a t i c c o l i p h a g e s ( T a b l e 4 ) .
T h e m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e h o s t s s t u d i e d w e r e E . c o l i C 3 0 0 0 ,
E . c o l i F a mp a n d S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 . T h e u n w e i g h t e d l e a s t
s q u a r e s m e a n c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s ( a n d s t a n d a r d e r r o r ) i n
u n i t s o f l o g i o P F U / 1 0 0 m l w e r e 1 . 5 ( 0 . 1 ) f o r E . c o l i C 3 0 0 0 , 1 . 0
( 0 . 1 ) f o r S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 , a n d 0 . 7 ( 0 . 1 ) f o r E . c o l i F a m p
( T a b l e 4 ) . H o s t E . c o l i C 3 0 0 0 d e t e c t e d m o r e p r e s u m e d m a l e -
s p e c i f i c p h a g e t h a n S . t y p h i w u r i u m WG 4 9 w h i c h d e t e c t e d mo r e t h a n
E . c o l i F a mp . T h e w e i g h t e d l e a s t s q u a r e s m e a n c o l i p h a g e
c o n c e n t r a t i o n s ( a n d s t a n d a r d e r r o r s ) i n l o g i o P F U / 1 0 0 m l w e r e 1 . 5
( 0 . 2 ) f o r E . c o l i C 3 0 0 0 , 1 . 0 ( 0 . 2 ) f o r S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 a n d
0 . 8 ( 0 . 2 ) f o r E . c o l i F a m p ( T a b l e 4 ) . T h e w e i g h t e d l e a s t s q u a r e s
m e a n a n a l y s e s i n d i c a t e t h a t t h e m a l e
- s p e c i f i c h o s t s d e t e c t v e r y
s i m i l a r l e v e l s o f p h a g e s p r e s u m e d t o b e m a l e
- s p e c i f i c c o l i p h a g e s .
T h e u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d m e a n s ( a n d s t a n d a r d e r r o r s )
d e m o n s t r a t e a d i f f e r e n c e o f u p t o 8 0 % i n m e a n v a l u e ( o r a l m o s t
o n e l o g i o u n i t ) a m o n g h o s t s , w h i c h i n d i c a t e s t h a t t h e t h r e e h o s t s
v a r y s o m e w h a t i n t h e i r a b i l i t y t o d e t e c t p h a g e s p r e s u m e d t o b e
m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s (T a b l e 4 ) .
A c r o s s m e t h o d a n d w a t e r t y p e s o m a t i c c o l i p h a g e s d e t e c t e d o n
b o t h s o m a t i c h o s t s i n u n i t s o f l o g i o P F U / l O O m l a v e r a g e d a b o u t 1 . 6
( 0 . 2 ) a n d d i f f e r e d l e s s t h a n h a l f a l o g i c u n i t (T a b l e 4 ) . F o r
p r e s u m e d m a l e
- s p e c i f i c c o l i p h a g e s o n t h r e e m a l e - s p e c i f i c h o s t s
t h e m e a n s a v e r a g e d a b o u t 1 . 2 ( 0 . 2 ) a n d h a d m e a n d i f f e r e n c e s w h i c h
r a n g e d a l m o s t a l o g i o u n i t ( T a b l e 4 ) .
CO M PA R I S O N S O F CO L I P H A G E L E V E L S D E T E C T E D B Y T H E F A E / D A L M E T H OD
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T h e f r e s h w a t e r s a m p l e s p r o c e s s e d b y t h e F A E / D A L m e t h o d
c o r r o b o r a t e w i t h t h e p r e v i o u s r e s u l t s w h i c h i n d i c a t e t h a t s o m a t i c
h o s t s d e t e c t a d i f f e r e n t p o p u l a t i o n ( o r p o p u l a t i o n s ) o f
c o l i p h a g e s t h a n m a l e - s p e c i f i c h o s t s . T h e u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d
l e a s t s q u a r e s m e a n c o n c e n t r a t i o n ( a n d s t a n d a r d e r r o r ) o f s o m a t i c
c o l i p h a g e s d e t e c t e d o n b o t h s o m a t i c h o s t s i n f r e s h w a t e r s b y t h e
F A E / D A L m e t h o d i n u n i t s o f l o g i o P F U / l O O m l a v e r a g e d a b o u t 1 . 3
( 0 . 2 ) a n d d i f f e r e d l e s s t h a n a q u a r t e r o f a l o g i o u n i t ( T a b l e 5 ) .
F o r p r e s u m e d m a l e
- s p e c i f i c c o l i p h a g e s d e t e c t e d o n t h r e e m a l e -
s p e c i f i c h o s t s t h e m e a n s a v e r a g e d a b o u t 0 . 8 ( 0 . 2 ) a n d v a r i e d mo r e
t h a n a h a l f l o g i o u n i t ( T a b l e 5 ) . T h e r e f o r e , t h e s o m a t i c
c o l i p h a g e h o s t s c o n s i s t e n t l y d e t e c t e d a b o u t a h a l f a l o g i o u n i t
m o r e s o m a t i c c o l i p h a g e s t h a n t h e m a l e - s p e c i f i c h o s t d e t e c t e d
p r e s u m e d m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e (T a b l e 5 ) . A d d i t i o n a l l y a
s t a t i s t i c a l c o mp a r i s o n o f t h e l e a s t s q u a r e s m e a n s o m a t i c a n d
m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s d e t e c t e d c o n f i r m s t h a t t h e
t w o h o s t g r o u p s a r e n o t e q u i v a l e n t i n b o t h t h e u n w e i g h t e d a n d
w e i g h t e d a n a l y s e s ( F - v a l u e > 3 0 . 0 a n d P - v a l u e > 0 . 0 0 0 1 b y c o n t r a s t )
( T a b l e 5 ) . S i m i l a r a n a l y s e s o f s a l i n e w a t e r s w e r e p e r f o r m e d a n d
y i e l d e d v e r y s i m i l a r r e s u l t s . S o m a t i c a n d m a l e - s p e c i f i c
c o l i p h a g e h o s t g r o u p s d e t e c t d i f f e r e n t l e v e l s o f c o l i p h a g e s a n d
i n f a c t d e t e c t d i f f e r e n t p o p u l a t i o n s o f c o l i p h a g e s . T h e
p o p u l a t i o n o f s o m a t i c c o l i p h a g e s e x c e e d s t h e p o p u l a t i o n o f
p r e s u m e d m a l e
- s p e c i f i c c o l i p h a g e s b y a b o u t o n e h a l f l o g i o u n i t o r
r o u g h l y a f a c t o r o f t h r e e ( T a b l e 5 ) .
C O M PA R I S O N O F P H A G E D E T E C T I ON B Y SA L A N D F A E / D A L M E T H OD S
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A s a n o t h e r t a s k t h e s t u d y c o mp a r e s t w o m e t h o d s f o r d e t e c t i n g
a n d a s s a y i n g c o l i p h a g e s : ( 1 ) s i n g l e a g a r l a y e r a s s a y ( S A L
m e t h o d ) a n d ( 2 ) f i l t r a t i o n - a d s o r p t i o n - e l u t i o n f o l l o w e d b y d o u b l e
a g a r l a y e r a s s a y ( F A E / D A L m e t h o d ) . T h e r e s u l t s o f t h e m e t h o d s
c o mp a r i s o n s h o w t h a t o n a v e r a g e t h e S A L m e t h o d d e t e c t e d g r e a t e r
n u m b e r s o f c o l i p h a g e s t h a n t h e F A E / D A L m e t h o d ( T a b l e 4 ; G r a p h s 2
& 3 ) . T h e u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d l e a s t s q u a r e s m e a n ( a n d
s t a n d a r d e r r o r ) c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s i n l o g i o P F U / l O O m l f o r
t h e S A L m e t h o d f o r c o m b i n e d h o s t s a n d c o m b i n e d w a t e r t y p e s w e r e
1 . 4 ( 0 . 1 ) a n d f o r t h e F A E / D A L m e t h o d t h e y w e r e 1 . 1 ( 0 . 1 ) ( T a b l e
4 ) . I n b o t h c a s e s t h e S A L m e t h o d d e t e c t s a b o u t o n e t h i r d l o g i o
u n i t o r a f a c t o r 1 . 5 t o 2 . 5 t i m e s m o r e c o l i p h a g e s t h a n t h e
F A E / D A L m e t h o d ( T a b l e 4 ) .
R E L A T I V E R E C O V E R Y O F F A E / D A L M E T H O D V E R S U S S A L ME T H O D
T h e p e r c e n t a g e o f c o l i p h a g e s d e t e c t e d b y t h e F A E / D A L m e t h o d
r e l a t i v e t o t h e S A L m e t h o d p r o v i d e s a r o u g h g a u g e o f t h e s u c c e s s
w i t h w h i c h t h e F A E / D A L m e t h o d i s o l a t e d , a s s a y e d a n d e n u m e r a t e d
c o l i p h a g e s ( T a b l e s 4 & 6 ; G r a p h s 2 & 3 ; A p p e n d i x 5 ) . T o c r e a t e
a b a s i s f o r c o mp a r i s o n , t h e n u m b e r o f c o l i p h a g e d e t e c t e d b y t h e
S A L m e t h o d w a s a s s u m e d t o b e 1 0 0 % . H e n c e t h e d i v i s i o n o f t h e
F A E / D A L v a l u e b y t h e S A L v a l u e t i m e s o n e h u n d r e d p e r c e n t y i e l d s
t h e r e l a t i v e p e r c e n t a g e o f c o l i p h a g e d e t e c t e d b y t h e F A E / D A L
m e t h o d i n c o mp a r i s o n w i t h t h e S A L m e t h o d . F o r c o m b i n e d h o s t s a n d
c o mb i n e d w a t e r s t h e r e l a t i v e r e c o v e r y ( f o r P F U / l O O m l ) w a s 4 7 % i n
t h e u n w e i g h t e d a n a l y s i s a n d 5 3 % i n t h e w e i g h t e d a n a l y s i s ( T a b l e
6 ) . F o r c o m b i n e d h o s t s a n d f r e s h w a t e r s t h e r e l a t i v e r e c o v e r y
( f o r P F U / l O O m l ) w a s 4 2 % i n t h e u n w e i g h t e d a n a l y s i s a n d 6 6 % i n
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t h e w e i g h t e d a n a l y s i s ( T a b l e 6 ) . F o r c o m b i n e d h o s t s a n d s a l i n e
w a t e r s t h e r e l a t i v e r e c o v e r y ( f o r P F U / l O O m l ) w a s 5 2 % i n t h e
u n w e i g h t e d a n a l y s i s a n d 4 3 % i n t h e w e i g h t e d a n a l y s i s ( T a b l e 6 ) .
O n a v e r a g e , f o r c o m b i n e d h o s t s a c r o s s w a t e r t y p e t h e F A E / D A L
m e t h o d d e t e c t s a b o u t h a l f o f t h e c o l i p h a g e s ( 5 0 % ) d e t e c t e d b y t h e
S A L m e t h o d ( T a b l e 6 ) . H o w e v e r , t h e F A E / D A L m e t h o d a p p e a r s t o b e
r e l i a b l e f o r a s s a y i n g c o l i p h a g e s e v e n t h o u g h t h e r e c o v e r i e s a r e
a b o u t h a l f t h o s e o f t h e S A L m e t h o d .
C O M P A R I S O N O F C O L I P H A G E D E T E C T E D I N F R E S H A N D SA L I N E W A T E R S
T h e S t u d y i n v e s t i g a t e d t h e e f f e c t o f w a t e r t y p e ( o r s a l i n i t y )
u p o n t h e a s s a y o f c o l i p h a g e s . O u t o f 1 0 8 t o t a l e n v i r o n m e n t a l
s a mp l e s , e i g h t y
- f o u r f r e s h
,
e i g h t b r a c k i s h ( o r e s t u a r i n e ) , a n d
s i x t e e n s a l t w a t e r s a mp l e s w e r e a s s a y e d f o r c o l i p h a g e s . T h e s a l t
a n d b r a c k i s h w a t e r s w e r e g r o u p e d t o g e t h e r a s s a l i n e w a t e r s . T h e
d i v i s i o n o f w a t e r s a mp l e s i n t o f r e s h ( n = 8 4 ) a n d s a l i n e ( n = 2 4 )
w a t e r s r e f l e c t s t h e p r o c e d u r a l d i f f e r e n c e t h a t t h e F A E a s s a y u s e s
p o s i t i v e l y c h a r g e d f i b e r g l a s s f i l t e r s f o r f r e s h w a t e r s a n d
n e g a t i v e l y c h a r g e d c e l l u l o s e e s t e r f i l t e r s a n d M g C l 2 f o r s a l i n e
w a t e r s ( A p p e n d i x 2 ) . T h e r e f o r e , i n a s t r i c t s e n s e , t h e f r e s h a n d
s a l i n e w a t e r s a m p l e s w e r e t h e r e f o r e p r o c e s s e d b y d i f f e r e n t
m e t h o d s .
T h e c o m p a r i s o n o f m e a n c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s d e t e c t e d i n
f r e s h a n d s a l i n e w a t e r s b y t h e F A E / D A L m e t h o d s h o w t h a t f r e s h a n d
s a l i n e w a t e r s c o n t a i n c o m p a r a b l e l e v e l s o f c o l i p h a g e s (T a b l e s 4 &
5 ) . T h e u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d l e a s t s q u a r e s m e a n ( a n d s t a n d a r d
e r r o r ) c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s f o r b o t h f r e s h a n d s a l i n e w a t e r s
a s s a y e d b y t h e F A E / D A L m e t h o d i n l o g i o P F U / l O O m l w e r e 1 . 3 ( 0 . 2 )
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f o r s o m a t i c h o s t s a n d r o u g h l y 0 . 8 ( 0 . 2 ) f o r m a l e - s p e c i f i c h o s t s
( T a b l e 5 ) . T h e u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d a n a l y s e s d e t e c t e d
v i r t u a l l y i d e n t i c a l m e a n c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s i n f r e s h a n d
s a l i n e w a t e r s f o r e a c h i n d i v i d u a l h o s t ( T a b l e 5 ) . T h e s e r e s u l t s
i n d i c a t e t h a t c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s w e r e s i m i l a r r e g a r d l e s s o f
w a t e r t y p e a n d t h e e f f e c t o f w a t e r t y p e m a y b e i g n o r e d .
C O M P A R I S O N O F ME T H O D S B Y M E T H O D S A N D H O S T S
T h e r e s u l t s o f t h e c o mp a r i s o n o f m e t h o d s b y h o s t s a g r e e w e l l
w i t h t h e r e s u l t s o f t h e c o mp a r i s o n o f c o l i p h a g e h o s t s . T h e
d e s c r i p t i v e s t a t i s t i c s (T a b l e s 4 & 5 ) a n d t h e m e t h o d c o mp a r i s o n
g r a p h s b y h o s t g r o u p ( G r a p h s 2 & 3 ; A p p e n d i x 5 ) s h o w t h a t t h e
m e a n v a l u e s f o r c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s b y t h e S A L m e t h o d m e a n s
g e n e r a l l y e x c e e d t h e F A E / D A L m e t h o d .
T h e g r a p h s o f p a i r s o f S A L v e r s u s F A E / D A L a s s a y r e s u l t s
m a t c h e d b y s a m p l e n u mb e r a n d b y h o s t c o m p a r e t h e p e r f o r m a n c e o f a
r e s p e c t i v e h o s t b y t h e S A L a n d t h e F A E / D A L a s s a y m e t h o d s ( G r a p h s
2 & 3 ; A p p e n d i x 5 ) . T h e a b s c i s s a r e p r e s e n t s S A L a s s a y r e s u l t s
a n d t h e o r d i n a t e F A E / D A L a s s a y r e s u l t s . T h e l i n e s h o w n o n t h e s e
g r a p h s i s y = x , a l i n e o f e q u i v a l e n c e . P o i n t s w h i c h f a l l b e l o w
t h e l i n e o f e q u i v a l e n c e i n d i c a t e t h a t t h e S A L v a l u e e x c e e d s t h e
F A E / D A L v a l u e , a n d p o i n t s a b o v e t h e l i n e i n d i c a t e v i c e v e r s a .
T h e d a t a p o i n t s c l u s t e r s t r o n g l y a b o u t t h e l i n e o f e q u i v a l e n c e
w h i c h i n d i c a t e s t h a t t h e S A L a n d F A E / D A L m e t h o d s d e t e c t
c o m p a r a b l e l e v e l s o f c o l i p h a g e s .
V i s u a l l y t h e s c a t t e r o f d a t a p o i n t s o n t h e g r a p h s w h i c h
c o m p a r e s o m a t i c c o l i p h a g e h o s t s a p p e a r s t o b e l e s s t h a n t h e
s c a t t e r o n t h e g r a p h s c o mp a r i n g m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e h o s t s
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( G r a p h s 2 & 3 ; T a b l e 7 ) . T h e P e a r s o n
'
s c o r r e l a t i o n c o e f f i c i e n t s
f o r t h e f r e s h w a t e r F A E / D A L a s s a y s d e m o n s t r a t e t h a t t h e s o m a t i c
c o l i p h a g e h o s t s a r e c o r r e l a t e d v e r y c l o s e l y ( u n w e i g h t e d r - v a l u e =
0 . 9 4 ; w e i g h t e d r - v a l u e = 0 . 9 2 ) a n d t h e m a l e
-
s p e c i f i c c o l i p h a g e
h o s t s a r e c o r r e l a t e d w e l l ( u n w e i g h t e d r - v a l u e s 0 . 6 0 t o 0 . 8 0 ;
w e i g h t e d r
- v a l u e s 0 . 5 1 t o 0 . 6 9 ) b u t n o t a s c l o s e l y a s t h e s o m a t i c
h o s t s ( T a b l e 7 ; A p p e n d i x 4 ) . T h e r e f o r e t h e c o n c e n t r a t i o n o f
s o m a t i c c o l i p h a g e s d e t e c t e d o n o n e h o s t o n a v e r a g e w i l l p r e d i c t
t h e c o n c e n t r a t i o n d e t e c t e d o n t h e o t h e r h o s t v e r y w e l l ( a v e r a g e
P e a r s o n
'
s c o r r e l a t i o n c o e f f i c i e n t f o r s o m a t i c h o s t s a b o v e 0 . 9 0 )
( T a b l e 7 ) . S u c h a r e l a t i o n s h i p h o l d s t r u e f o r t h e m a l e - s p e c i f i c
c o l i p h a g e h o s t s o n a v e r a g e b u t l e s s s t r o n g l y ( a v e r a g e P e a r s o n
' s
c o e f f i c i e n t o f 0 . 6 5 o r a b o u t 2 5 % m o r e d i s p e r s i o n f o r m a l e -
s p e c i f i c h o s t s ) ( T a b l e 7 ) . T h e f r e s h w a t e r F A E / D A L P e a r s o n ' s
c o r r e l a t i o n s s h o w t h a t t h e s o m a t i c h o s t s c o r r e l a t e m o r e c l o s e l y
t o a n o t h e r t h a n t h e m a l e - s p e c i f i c h o s t s c o r r e l a t e t o o n e a n o t h e r
( T a b l e 7 ) .
CO M P A R I S O N O F WA T E R T Y P E S B Y WA T E R T Y P E S A N D H O S T S
T h e r e s u l t s o f t h e c o mp a r i s o n o f w a t e r t y p e s b y h o s t s a g r e e
w e l l w i t h t h e r e s u l t s o f t h e s e p a r a t e c o mp a r i s o n s o f w a t e r t y p e
a n d c o l i p h a g e h o s t s . T h e d e s c r i p t i v e s t a t i s t i c s (T a b l e 4 & 5 )
a n d t h e c u m u l a t i v e f r e q u e n c y d i a g r a m s ( C F D ) b y w a t e r t y p e a n d b y
h o s t g r o u p a n d h o s t (A p p e n d i x 6 ) s h o w t h a t t h e m e a n v a l u e s o f
c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s d e t e c t e d i n f r e s h a n d s a l i n e w a t e r s a r e
c o mp a r a b l e a c r o s s m e t h o d s a n d a c r o s s h o s t s .
C u mu l a t i v e f r e q u e n c y d i a g r a m s (C F D ) w e r e g e n e r a t e d t o c o mp a r e
t h e d e t e c t i o n o f s o m a t i c a n d m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s i n f r e s h
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a n d s a l i n e w a t e r s b y d i f f e r e n t h o s t s a n d h o s t g r o u p s (A p p e n d i x
6 ) . T h e a b s c i s s a r e p r e s e n t s t h e c u m u l a t i v e l o g i o t r a n s f o r m e d
c o n c e n t r a t i o n v a l u e s a n d t h e o r d i n a t e t h e c u m u l a t i v e p r o b a b i l i t y
f r o m z e r o t o o n e . V i s u a l l y t h e s o m a t i c h o s t s ( a v e r a g e s o m a t i c
h o s t f r e s h w a t e r F A E / D A L r - v a l u e = 0 . 9 0 ) a p p e a r e d l e s s s c a t t e r e d
t h a n t h e F - s p e c i f i c h o s t s ( a v e r a g e F + h o s t f r e s h w a t e r F A E / D A L r
-
v a l u e = 0 . 7 0 ) ( T a b l e 7 ) . F o r c o m b i n e d f r e s h a n d s a l i n e w a t e r s
t h e c u m u l a t i v e f r e q u e n c y d i s t r i b u t i o n o f s o m a t i c c o l i p h a g e s i s
h i g h e r o n h o s t E . c o l i C t h a n o n h o s t E . c o l i C N 1 3 ( A p p e n d i x 6 ) .
T h i s i mp l i e s t h a t t h e m e a n c o l i p h a g e l e v e l d e t e c t e d b y E . c o l i C
e x c e e d s t h e m e a n l e v e l d e t e c t e d b y E . c o l i C N 1 3 . F o r c o m b i n e d
f r e s h a n d s a l i n e w a t e r s t h e c u m u l a t i v e f r e q u e n c y d i s t r i b u t i o n o f
p r e s u m e d m a l e
- s p e c i f i c c o l i p h a g e s i s h i g h e r o n h o s t E . c o l i C 3 0 0 0
t h a n h o s t S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 , a n d h i g h e r o n h o s t S . t y p h i m u r i u m
WG 4 9 t h a n h o s t E , c o l i F a m p ( A p p e n d i x 6 ) . T h i s i m p l i e s t h a t F +
h o s t E . c o l i C 3 0 0 0 d e t e c t s r e l a t i v e l y t h e m o s t p r e s u m e d m a l e -
s p e c i f i c c o l i p h a g e s f o l l o w e d b y S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 a n d t h e n E .
c o l i F a m p . T h e d e c r e a s i n g r e l a t i v e o r d e r o f s o m a t i c c o l i p h a g e s
d e t e c t e d b y s o m a t i c h o s t s i s E . c o l i C a n d E . c o l i C N 1 3 , a n d t h e
d e c r e a s i n g r e l a t i v e o r d e r o f F
- s p e c i f i c h o s t s i s E . c o l i C 3 0 0 0 ,
S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 a n d E . c o l i F a mp . A l s o s o m a t i c h o s t s
c o r r e l a t e m o r e c l o s e l y t o o n e a n o t h e r t h a n m a l e - s p e c i f i c h o s t s
c o r r e l a t e t o o n e a n o t h e r ( o r s o m a t i c h o s t s a r e b e t t e r p r e d i c t o r s
o f o n e a n o t h e r t h a n m a l e - s p e c i f i c h o s t s ) ( T a b l e 7 ) .
CO N F I R M A T I O N O F IVIA L E - S P E C I F I C CO L I P H A G E CO N C E N T R A T I O N E S T I M A T E S
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T h e q u e s t i o n o f w h e t h e r a p h a g e d e t e c t e d o n a m a l e
- s p e c i f i c
h o s t w a s t r u l y m a l e
- s p e c i f i c w a s a d d r e s s e d . I n t h i s s t u d y
s p e c i f i c i t y w a s d e f i n e d a s t h e p e r c e n t a g e o f p h a g e p l a q u e s p i c k e d
f r o m F A E / D A L a s s a y p l a t e s o f a m a l e - s p e c i f i c h o s t t h a t w e r e
c o n f i r m e d t o b e F R N A c o l i p h a g e s . S e n s i t i v i t y w a s d e f i n e d a s t h e
a b i l i t y o f a h o s t t o d e t e c t c o l i p h a g e s a n d c o r r e s p o n d e d t o t h e
m e a n p h a g e c o n c e n t r a t i o n d e t e c t e d o n a r e s p e c t i v e h o s t .
T h e s p e c i f i c i t y i n d e t e c t i n g ma l e
- s p e c i f i c c o l i p h a g e h o s t s i s
d e t e r m i n e d b y a c r o s s
-
p l a t i n g c o n f i r m a t i o n a s s a y : s e l e c t e d p h a g e
p l a q u e s a r e p i c k e d o r i s o l a t e d f r o m t h e F A E / D A L a s s a y d i s h e s o f a
m a l e - s p e c i f i c h o s t u s e d t o p l a t e s a mp l e s . T h e s e p r e s u mp t i v e
m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e i s o l a t e s w e r e s u b s e q u e n t l y t e s t e d f o r
g r o w t h o n s e v e r a l d i f f e r e n t h o s t s a n d m e d i a ( T a b l e 3 ) . A h o s t i s
o n e - h u n d r e d p e r c e n t s p e c i f i c i f a l l t h e i s o l a t e s r e a s s a y e d a r e
c o n f i r m e d t o b e m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s . H o w e v e r , t h e r e s u l t s
s h o w t h a t n o h o s t u n e q u i v o c a l l y d e t e c t e d 1 0 0 % m a l e
- s p e c i f i c
c o l i p h a g e s ( T a b l e 8 ) . I n f a c t s o m a t i c p h a g e s w e r e d e t e c t e d o n
m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e h o s t s E . c o l i C 3 0 0 0 a n d S . t y p h i m u r i u m
W G 4 9 ( T a b l e 8 ) . T h e r e a r e t w o d i s t i n c t t y p e s o f m a l e - s p e c i f i c
c o l i p h a g e s : F + D N A ( F D N A ) c o l i p h a g e s a n d F + R N A ( F R N A )
c o l i p h a g e s . T h e l i t e r a t u r e s u g g e s t s t h a t t h e F R N A c o l i p h a g e s a r e
b e t t e r i n d i c a t o r p h a g e s f o r f e c a l c o n t a m i n a t i o n ( H a v e l a a r 1 9 9 3 ) .
C H A R A C T E R I S T I C S O F C O L I P H A G E I S O L A T E S D E T E C T E D O N M A L E - S P E C I F I C
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A t o t a l o f 1 4 1 8 p h a g e p l a q u e s f r o m a s u b s e t o f 5 5 w a t e r
s a mp l e s w e r e i s o l a t e d f r o m t h e F A E / D A L a s s a y p l a t e s o f m a l e -
s p e c i f i c h o s t s ( A p p e n d i c e s 7 & 8 ) . O f t h e 1 4 1 8 i s o l a t e s , 5 3 4
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w e r e p i c k e d f r o m E . c o l i C 3 0 0 0 , 3 8 0 f r o m E . c o l l F a m p , a n d 5 0 4
f r o m S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 ( A p p e n d i c e s 7 & 8 ) . T h e i s o l a t e s w e r e
c r o s s - p l a t e d o n d i f f e r e n t h o s t s t o d e t e r m i n e i f t h e y w e r e m a l e
-
s p e c i f i c c o l i p h a g e s o r i f t h e y a c t u a l l y w e r e s o m a t i c p h a g e s
( A p p e n d i x 7 ) . T h e c o n f i r m e d m a l e - s p e c i f i c i s o l a t e s w e r e t h e n
t e s t e d f o r s e n s i t i v i t y t o R N A s e t o d e t e r m i n e i f t h e y w e r e F R N A o r
E D N A c o l i p h a g e ( T a b l e 8 ) . R N A p h a g e s c a n n o t g r o w o n p l a t e s
w h i c h h a v e R N A s e b u t D N A p h a g e s c a n .
O f t h e 5 3 4 p h a g e p l a q u e s p i c k e d f r o m E . c o l i C 3 0 0 0 6 3 % w e r e
s o m a t i c c o l i p h a g e s t h a t l y s e d o n e o r m o r e o f t h e s o m a t i c
c o l i p h a g e h o s t s : E . c o l i C , C N 1 3 , a n d K 1 2 F
- m i n u s ( T a b l e s 3 & 8 ;
A p p e n d i x 7 ) . O n l y 2 7 % o f t h e t o t a l p h a g e i s o l a t e s f r o m E . c o l i
C 3 0 0 0 w e r e F R N A c o l i p h a g e s a n d 7 % w e r e F D N A ( T a b l e 8 ) . T h e
r e m a i n i n g 3 % o f t h e t o t a l p h a g e i s o l a t e s w e r e m i x e d p l a q u e s o r
p l a q u e s o f u n k n o w n t y p e ( T a b l e 8 ) . T h e r a t i o o f t r u e p o s i t i v e s
t o f a l s e p o s i t i v e s w a s a b o u t 0 . 4 . T h e s e d a t a i n d i c a t e t h a t E .
c o l i C 3 0 0 0 l a c k s s p e c i f i c i t y f o r d e t e c t i n g m a l e
- s p e c i f i c
c o l i p h a g e s i n w a t e r . T h e r e f o r e c o l i p h a g e s d e t e c t e d o n E . c o l i
C 3 0 0 0 c a n n o t b e a s s u m e d t o b e m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s a n d
r e q u i r e f u r t h e r a n a l y s i s t o d e t e r m i n e w h e t h e r t h e c o l i p h a g e
d e t e c t e d i s s o m a t i c o r m a l e - s p e c i f i c .
O f t h e 3 0 8 p h a g e p l a q u e s p i c k e d f r o m E . c o l i F a m p 8 5 % w e r e
F R N A c o l i p h a g e s ( T a b l e 8 ) . H o w e v e r , 1 3 % o f t h e t o t a l p h a g e
i s o l a t e s f r o m E . c o l i F a mp w e r e F D N A c o l i p h a g e s ; t h e r e m a i n i n g
2 % o f t h e t o t a l p h a g e i s o l a t e s w e r e m i x e d p l a q u e s o r p l a q u e s o f
u n k n o w n t y p e ( T a b l e 8 ) . N o n e o f t h e i s o l a t e s w e r e s o m a t i c
c o l i p h a g e s . T h e r a t i o o f t r u e p o s i t i v e s t o f a l s e p o s i t i v e s w a s
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a b o u t 5 . 7 . T h e s e d a t a s u g g e s t t h a t E . c o l i F a m p p o s s e s s e s g o o d
s p e c i f i c i t y f o r d e t e c t i n g F R N A c o l i p h a g e s i n w a t e r b u t F D N A
p h a g e s w i l l a l s o b e d e t e c t e d . I n g e n e r a l t h e F D N A c o l i p h a g e s a r e
p r e s e n t a t l o w e r l e v e l s t h a n t h e F R N A c o l i p h a g e s .
O f t h e 5 0 4 p h a g e p l a q u e s p i c k e d f r o m S . t y p h i m u r i u m WG 4 9
p l a t e s 6 7 % w e r e F R N A c o l i p h a g e s , 3 % w e r e F D N A c o l i p h a g e s a n d 1 8 %
w e r e s o m a t i c S a l m o n e l l a p h a g e s ( T a b l e 8 ) . O n e p e r c e n t o f t h e
t o t a l i s o l a t e s l y s e d s o m a t i c c o l i p h a g e h o s t s , a n d 1 1 % w e r e m i x e d
p l a q u e s o r p l a q u e s o f u n k n o w n t y p e ( T a b l e 8 ) . T h e r a t i o o f t r u e
p o s i t i v e s t o f a l s e p o s i t i v e s w a s a b o u t 2 . 0 . T h i s h o s t d e t e c t e d
t h e h i g h e s t r e l a t i v e p e r c e n t a g e o f m i x e d o r u n k n o w n p h a g e s
o v e r a l l , a n d 3 3 % o f t h e t o t a l i s o l a t e s w e r e n o t F + c o l i p h a g e s
( T a b l e 8 ) . T h e d e t e c t i o n o f s o m a t i c S a l m o n e l l a p h a g e s o n h o s t S .
t y p h i m u r i u m WG 4 9 c a n b e s u p p r e s s e d b y a d d i n g S a l m o n e l l a
l i p o p o l y s a c c h a r i d e f r o m t h e o u t e r c e l l m e m b r a n e t o e i t h e r t h e
s a m p l e o r t h e m e d i u m ( H a n d z e l e t a l . 1 9 9 3 ) . H o s t S . t y p h i m u r i u m
WG 4 9 d e m o n s t r a t e s a d e q u a t e s p e c i f i c i t y f o r d e t e c t i n g F R N A
c o l i p h a g e s i n w a t e r b u t p r e f e r a b l y t h e d e t e c t i o n o f s o m a t i c
S a l m o n e l l a p h a g e s h o u l d b e i n h i b i t e d .
T h e s p e c i f i c i t y o f t h e m a l e
- s p e c i f i c h o s t s f o r F R N A c o l i p h a g e
d e t e c t i o n v a r i e d a s f o l l o w s : E . c o l i C 3 0 0 0 2 7 % ; E . c o l i F a mp
8 5 %
,
a n d S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 6 7 % ( T a b l e 8 ) . H o s t E . c o l i F a mp
d i d n o t d e t e c t s o m a t i c c o l i p h a g e s ( T a b l e 8 ) .
M E A N M A L E - S P E C I F I C C O L I P H A G E V A L U E S C O R R E C T E D F O R F R N A C O L I P H A G E
S P E C I F I C I T Y
F o r f r e s h w a t e r F A E / D A L a s s a y s , t h e u n w e i g h t e d , c o r r e c t e d
( c o n f i r m e d ) l e a s t s q u a r e m e a n ( a n d s t a n d a r d e r r o r ) m a l e - s p e c i f i c
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c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s i n u n i t s o f l o g i o P F U / 1 0 0 m l w e r e 0 . 2 6
( 0 . 0 4 ) f o r E . c o l i C 3 0 0 0 , 0 . 4 7 ( 0 . 0 6 ) f o r E . c o l i F a m p a n d 0 . 5 6
( 0 . 1 8 ) f o r S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 , a n d f o r t h e p a r a l l e l w e i g h t e d
a n a l y s i s w e r e 0 . 2 6 ( 0 . 0 4 ) f o r E . c o l i C 3 0 0 0 , 0 . 6 1 ( 0 . 0 8 ) f o r E .
c o l i F a mp a n d 0 . 6 6 ( 0 . 1 0 ) f o r S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 ( T a b l e s 9 & 1 0 ;
A p p e n d i c e s 7 & 8 ) . T h e c o r r e c t e d u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d m e a n
f o r E . c o l i 3 0 0 0 f a l l s s i g n i f i c a n t l y b e l o w t h e c o r r e c t e d
u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d m e a n f o r E . c o l i F a m p a n d S . t y p h i m u r i u m
WG 4 9 ( T a b l e s 9 & 1 0 ) . N o t a b l y , n o t a l l o f t h e u n w e i g h t e d a n d
w e i g h t e d 9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l s f o r t h e s e t h r e e h o s t o v e r l a p .
H o s t s E . c o l i F a mp a n d S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 d e m o n s t r a t e s i m i l a r
c o r r e c t e d F R N A c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s a n d t h e i r c o n f i d e n c e
i n t e r v a l s o v e r l a p v e r y s u b s t a n t i a l l y (m o r e t h a n 5 0 % o v e r l a p ) i n
p a r a l l e l u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d a n a l y s e s ; h o s t E . c o l i C 3 0 0 0
p e r f o r m e d r e l a t i v e l y p o o r l y a n d t h e 9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l s o f
t h e F R N A c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s d i d n o t i n t h e u n w e i g h t e d a n d
w e i g h t e d a n a l y s e s ( T a b l e s 9 & 1 0 ) . T h e r e l a t i v e l y l o w m e a n
c o n c e n t r a t i o n o f c o l i p h a g e c o r r e c t e d f o r F R N A c o l i p h a g e
s p e c i f i c i t y b y h o s t E . c o l i 3 0 0 0 a n d l a c k o f c o n f i d e n c e i n t e r v a l
o v e r l a p i n t h e u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d a n a l y s e s j u s t i f y t h e
e x c l u s i o n o f t h e h o s t E . c o l i 3 0 0 0 a s a c a n d i d a t e h o s t f o r
d e t e c t i n g ma l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e (T a b l e s 9 & 1 0 ) .
M a l e - s p e c i f i c h o s t s E . c o l i F a mp o r S . t y p h i m u r i u m W G 4 9
d e m o n s t r a t e s i m i l a r l e v e l s o f p e r f o r m a n c e a f t e r c o r r e c t i o n f o r
F R N A c o l i p h a g e s p e c i f i c i t y i n b o t h u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d
a n a l y s e s ( T a b l e s 9 & 1 0 ) . I n b o t h t h e u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d
a n a l y s e s h o s t s E . c o l i F a m p a n d S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 d e t e c t e d
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s i m i l a r c o n c e n t r a t i o n s o f F R N A c o l i p h a g e s . A l t h o u g h h o s t E . c o l i
F a mp d e t e c t e d s l i g h t l y l e s s c o l i p h a g e t h a n h o s t S . t y p h i m u r i u m
W G 4 9 i n b o t h a n a l y s e s , t h e d i f f e r e n c e w a s l e s s t h a n o n e s t a n d a r d
e r r o r u n i t i n b o t h a n a l y s e s ( T a b l e s 9 & 1 0 ) . H o s t E . c o l i F a mp
d e t e c t e d 8 1 % o f t h e F R N A c o l i p h a g e d e t e c t e d b y S . t y p h i m u r i u m
WG 4 9 i n t h e u n w e i g h t e d a n a l y s i s a n d 9 0 % i n t h e w e i g h t e d a n a l y s i s
( T a b l e s 9 & 1 0 ) . H o s t s E . c o l i F a mp a n d S . t y p h i m u r i u m d e t e c t e d
c o m p a r a b l e l e v e l s o f F R N A c o l i p h a g e s , a n d t h e 9 5 % c o n f i d e n c e
i n t e r v a l s o f h o s t s E . c o l i F a mp a n d S . t y p h i m u r i u m o v e r l a p p e d
s u b s t a n t i a l l y i n t h e p a r a l l e l u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d a n a l y s e s
( T a b l e s 9 & 1 0 ) . T h e r e f o r e h o s t s E . c o l i F a mp a n d S .
t y p h i m u r i u m d e t e c t e d v e r y s i m i l a r c o r r e c t e d F R N A c o l i p h a g e
c o n c e n t r a t i o n s . T h e r e s u l t s o f t h e g e n e r a l a n a l y s i s o f t h e
c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s ( T a b l e s 4 & 5 ) a n d t h e a n a l y s i s o f t h e
c o l i p h a g e s c o n c e n t r a t i o n s c o r r e c t e d f o r F R N A c o l i p h a g e ( T a b l e s 9
& 1 0 ) d e m o n s t r a t e t h a t h o s t s E . c o l i F a m p a n d S . t y p h i m u r i u m
d e t e c t F R N A c o l i p h a g e s e q u a l l y w e l l .
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T h i s s t u d y e v a l u a t e s a n d c o m p a r e s a l t e r n a t i v e m e t h o d s t o
d e t e c t s o m a t i c a n d m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s a s i n d i c a t o r s f o r
f e c a l c o n t a m i n a t i o n i n e n v i r o n m e n t a l w a t e r s a m p l e s . T h e s o m a t i c
c o l i p h a g e h o s t s w e r e E . c o l l C a n d C N 1 3 , a n d t h e m a l e
- s p e c i f i c
c o l i p h a g e h o s t s w e r e E . c o l l C 3 0 0 0 , E . c o l i F a m p , a n d S .
t y p h i m u r i u rn WG 4 9 .
T h e s e c o l i p h a g e h o s t s a r e c l a s s i f i e d t a x o n o m i c a l l y a s m a l e o r
f e m a l e b a c t e r i a b a s e d o n t h e p r e s e n c e ( F + o r m a l e - s p e c i f i c ) o r
a b s e n c e ( F - o r s o m a t i c ) o f t h e F - p l a s m i d w h i c h e n c o d e s t h e
c o n j u g a t i o n s e x p i l u s . C o l i p h a g e s w h i c h a t t a c k c e l l w a l l s a r e
c a l l e d s o m a t i c c o l i p h a g e s . T h e G r e e k r o o t w o r d f o r s o m a t i c ,
s o m a
,
m e a n s b o d y . C o l i p h a g e s w h i c h a t t a c h t o s e x p i l i a r e c a l l e d
m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s b e c a u s e p r e s u m a b l y t h e s e c o l i p h a g e s c a n
n o t i n f e c t b a c t e r i a l h o s t s w h i c h l a c k s e x p i l i . A m a l e - s p e c i f i c
c o l i p h a g e o n l y a t t a c k s m a l e
- s p e c i f i c b a c t e r i a l h o s t v i a t h e s e x
p i l u s , w h e r e a s a s o m a t i c c o l i p h a g e m a y a t t a c k s o m a t i c o r m a l e
-
s p e c i f i c b a c t e r i a v i a t h e c e l l w a l l .
H o w e v e r c o l i p h a g e s c l a s s i f i e d a s
"
u n k n o w n ,
"
n o v e l c o l i p h a g e s ,
a n d c o l i p h a g e s w h i c h c o n t a i n g e n e t i c i n f o r m a t i o n a n d p h e n o t y p i c
c h a r a c t e r i s t i c s o f o n e o r m o r e p h a g e m a y n o t c o n f o r m t o t h e
s o m a t i c a n d m a l e - s p e c i f i c s y s t e m o f p h a g e c l a s s i f i c a t i o n . I f a
c o l i p h a g e
'
s t a r g e t s i t e i s a s p e c i f i c c e l l w a l l c o mp o n e n t s u c h a s
a g i v e n l i p o p o l y s a c c h a r i d e t h e n t h e p h a g e m a y a t t a c k a n y v a r i e t y
o f h o s t b a c t e r i u m w h i c h c o n t a i n s t h e g i v e n l i p o p o l y s a c c h a r i d e a s
a c o mp o n e n t o f t h e b a c t e r i a l c e l l w a l l . M a n y o t h e r f a m i l i e s o f
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e n t e r i c p h a g e e x i s t s u c h a s B a c t B r o i d e s f r a g i l i s p h a g e s ,
E n t e r o b a c t e r i a e c a e p h a g e s , a n d S a l m o n e l l a p h a g e s . H o w e v e r , n o
e f f o r t w a s m a d e t o d e t e c t B a c t e r o i d e s f r a g i l i s p h a g e s o r
E n t e r o b a c t e r i a e c a e p h a g e a n d S a l m o n e l l a p h a g e s w e r e d e t e c t e d
s e c o n d a r i l y t o t h e d e t e c t i o n o f F + c o l i p h a g e o n h o s t S .
t y p h i m u r i u m WG 4 9 ,
O n a v e r a g e m o r e t h a n 9 0 % o f t h e p h a g e s a s s a y e d o n e a l l F +
c o l i p h a g e h o s t s c o m b i n e d f e l l i n t o t h e s o m a t i c o r m a l e
- s p e c i f i c
c o l i p h a g e g r o u p s a s d e t e r m i n e d b y t h e c r o s s
-
p l a t i n g c o n f i r m a t i o n
a s s a y s o f p r e s u m e d m a l e
- s p e c i f i c p h a g e i s o l a t e s ( A p p e n d i x 7 ) .
L e s s t h a n 1 0 % o f t h e p h a g e s d e t e c t e d w e r e c l a s s i f i e d a s
" m i x e d "
o r
"
u n k n o w n " ( A p p e n d i x 7 ) .
P e r h a p s t h e m o s t w e l l k n o w n a n d m o s t w i d e l y u s e d c o l i p h a g e
h o s t i s E . c o l i C ( A T C C 1 3 7 0 6 ) . T h i s h o s t i s t h e p r o t o t y p i c a l
s o m a t i c c o l i p h a g e h o s t . H o s t E . c o l i C i s a m o r e s u i t a b l e
s o m a t i c c o l i p h a g e h o s t t h a n w i l d t y p e E . c o l i a n d E . c o l i B
b e c a u s e E . c o l i C l a c k s a D N A r e s t r i c t i o n s y s t e m a n d h a s a b r o a d
r a n g e o f p h a g e r e c e p t o r s i t e s ( P o t a n d H o g e b o o m 1 9 8 3 ) . H a v e l a a r
n o t e s t h a t t h i s s t r a i n y i e l d s t h e h i g h e s t c o u n t s i n s e w a g e a n d
o t h e r p o l l u t e d e n v i r o n m e n t s a r o u n d t h e w o r l d ( H a v e l a a r 1 9 9 3 ) a n d
t h i s w a s t h e h o s t i n i t i a l l y s p e c i f i e d b y t h e p r o p o s e d I n f o r m a t i o n
C o l l e c t i o n R u l e ( U S E P A 1 9 9 4 ) . H o w e v e r h o s t E . c o l i C i s n o t
r e s i s t a n t t o a n t i b i o t i c s a n d s o w h e n p l a t i n g e n v i r o n m e n t a l
s a mp l e s f o r c o l i p h a g e s t h e a s s a y d i s h e s m a y b e o v e r g r o w n b y
i n d i g e n o u s b a c t e r i a p r e s e n t i n t h e s a mp l e w a t e r .
A n o t h e r p o p u l a r s o m a t i c c o l i p h a g e h o s t i s h o s t E . c o l i CN 1 3 .
P i e r r e P a y m e n t o r i g i n a t e d h o s t E . c o l i C N 1 3 b y s e l e c t i n g a
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n a l i d i x i c a c i d s t r a i n o f E . c o l i C a n d d e s i g n a t i n g t h i s m u t a n t
s t r a i n a s E . c o l i C N 1 3 . T h e b e n e f i t o f n a l i d i x i c a c i d r e s i s t a n c e
( N A R ) c o n f e r r e d t o h o s t E . c o l i C N 1 3 i s t h a t n a l i d i x i c a c i d m a y
b e a d d e d t o s a mp l e a s s a y m e d i a a n d t h e a n t i b i o t i c i n h i b i t s t h e
g r o w t h o f a b r o a d s p e c t r u m o f i n d i g e n o u s b a c t e r i a s e n s i t i v e t o
n a l i d i x i c a c i d ( N A S ) . T h e a d d i t i o n o f a n t i b i o t i c i n h i b i t s t h e
g r o w t h o f t h e u n d e s i r e d b a c t e r i a s o t h a t t h e h o s t E . c o l i CN 1 3
m a y g r o w w i t h l e s s c o m p e t i t i o n .
T h e u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d l e a s t s q u a r e s m e a n ( a n d s t a n d a r d
e r r o r s ) o f c o l i p h a g e s d e t e c t e d b y t h e F A E / D A L a s s a y ( i n l o g i o
P F U / 1 0 0 m l u n i t s ) s h o w t h a t s o m a t i c h o s t E . c o l i C d e t e c t s a
s i m i l a r l e v e l o f s o m a t i c c o l i p h a g e s , 1 . 4 ( 0 . 1 ) a s s o m a t i c h o s t E .
c o l i C N 1 3 , 1 . 2 ( 0 . 1 ) ( T a b l e 5 ) . T h e p a r a l l e l a n a l y s e s
d e m o n s t r a t e t h a t t h e h o s t s d e t e c t a l m o s t i d e n t i c a l c o n c e n t r a t i o n s
o f s o m a t i c c o l i p h a g e . P a y m e n t e t a l . ( 1 9 9 1 ) r e p o r t e d t h a t h o s t s
E . c o l i C a n d E . c o l i C N 1 3 d e t e c t e d s t a t i s t i c a l l y
i n d i s t i n g u i s h a b l e c o n c e n t r a t i o n s o f s o m a t i c c o l i p h a g e s . G i v e n n o
s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n a b i l i t y t o d e t e c t c o l i p h a g e s , h o s t E .
c o l i C N 1 3 i s f a v o r e d o v e r h o s t E . c o l i C b e c a u s e o f t h e l a t t e r
h o s t ' s s e l e c t i v e a n d p r o c e d u r a l a d v a n t a g e o f r e s i s t a n c e t o
n a l i d i x i c a c i d .
M a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e h o s t s w e r e s t u d i e d i n p a r a l l e l w i t h
s o m a t i c c o l i p h a g e h o s t s . A w i d e l y u t i l i z e d m a l e
- s p e c i f i c
c o l i p h a g e h o s t i s E . c o l i C 3 0 0 0 . I t i s t h e c l a s s i c a l m a l e -
s p e c i f i c b a c t e r i a l c o l i p h a g e h o s t . H o s t E . c o l i C 3 0 0 0 i s r e l a t e d
t o E . c o l i C . A s a m a l e - s p e c i f i c h o s t E . c o l i C 3 0 0 0 c o n t a i n s t h e
F - p l a s m i d w h i c h e n c o d e s t h e s e x u a l c o n j u g a t i o n p i l u s . T h i s h o s t
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a s w e l l w a s s p e c i f i e d b y t h e p r o p o s e d I C R . H o w e v e r t h i s h o s t i s
n o t a n t i b i o t i c r e s i s t a n t a n d m a y b e o v e r g r o w n b y i n d i g e n o u s
b a c t e r i a w h e n p l a t i n g e n v i r o n m e n t a l s a mp l e s f o r F
- s p e c i f i c
c o l i p h a g e s .
E . c o l i F a m p i s a n o t h e r c a n d i d a t e m a l e
- s p e c i f i c c o l i p h a g e
h o s t . D r . V i c t o r C a b e l l i c r e a t e d t h i s h o s t f r o m a n a n t i b i o t i c
m u t a n t o f p a r e n t E . c o l i K 1 2 F + ( D e b a r t o l o m e i s a n d C a b e l l i 1 9 9 1 ) .
C a b e l l i d e v e l o p e d t h i s h o s t t o b e r e s i s t a n t t o a n t i b i o t i c s
s t r e p t o m y c i n a n d a mp i c i l l i n ( D e b a r t o m e l e i s a n d C a b e l l i , 1 9 9 1 ) .
D r . C a b e l l i s t a t e d t h a t t h i s h o s t i s r e s i s t a n t t o T 2 a n d T 4
s o m a t i c c o l i p h a g e s ( D e b a r t o m e l e i s a n d C a b e l l i , 1 9 9 1 ) a n d i s
t h e r e f o r e m o r e l i k e l y t o d e t e c t m a l e
- s p e c i f i c c o l i p h a g e s r a t h e r
t h a n s o m a t i c c o l i p h a g e s . H o s t E . c o l i F a mp a p p e a r s t o b e
s e n s i t i v e i n d e t e c t i n g F
- s p e c i f i c c o l i p h a g e s a n d a l s o h a s
a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e t r a i t s t h a t m a k e i t l e s s s u s c e p t i b l e t o
o v e r g r o w t h b y i n d i g e n o u s b a c t e r i a i n t h e w a t e r s a mp l e s . T h e
c r o s s - p l a t i n g c o n f i r m a t i o n a s s a y s o f p h a g e i s o l a t e s s h o w t h a t t h e
C a b e l l i h o s t d e t e c t s 9 8 % m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s ( T a b l e 8 ) .
E i g h t y
- f i v e p e r c e n t o f t h e c o l i p h a g e d e t e c t e d w e r e F R N A
c o l i p h a g e ; h o w e v e r 1 3 % o f t h e d e t e c t e d p h a g e w e r e F D N A p h a g e
( T a b l e 8 ) .
S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 i s a n o t h e r m a l e - s p e c i f i c b a c t e r i a l
c o l i p h a g e h o s t . D r . A r i e H a v e l a a r w a n t e d t o d e s i g n a h o s t w h i c h
w a s r e s i s t a n t t o s o m a t i c c o l i p h a g e s . H a v e l a a r s e l e c t e d a h o s t
b a c t e r i a f r o m t h e g e n u s S a l m o n e l l a i n s t e a d o f t h e g e n u s E . c o l i .
T h e H a v e l a a r h o s t , S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 , i s a c o n s t r u c t e d m u t a n t
o f S . t y p h i m u r i u m WG 4 5 . H o s t S . t y p h i m u r i u m WG 4 5 i s a s o m a t i c
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S a l m o n e l l a w h i c h w a s s e l e c t e d b e c a u s e i t w a s b e l i e v e d t o d e t e c t
s o m a t i c S a l m o n e l l a p h a g e s ( S S P ) a n d f e w s o m a t i c c o l i p h a g e s ; t h i s
h o s t i s a l s o r e s i s t a n t t o n a l i d i x i c a c i d ( N A R ) . H a v e l a a r
i n t r o d u c e d a n F - p l a s m i d f r o m F + h o s t E . c o l i K 1 2 ( F
'
4 2 l a c : : T n 5 )
i n t o t h e h o s t S . t y p h i m u r i u m WG 4 5 . H e t h e n s e l e c t e d a m u t a n t
h y b r i d h o s t w h i c h d e m o n s t r a t e d a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e t o k a n a m y c i n
i n a d d i t i o n t o n a l i d i x i c a c i d a n d d e s i g n a t e d t h e s t r a i n W G 4 9 .
T h e f i n a l h o s t S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 h a s a S a l m o n e l l a b o d y , t h e F +
p l a s m i d o f E . c o l i K 1 2 e n c o d i n g t h e p r o d u c t i o n o f F
-
p i l i s e x
p i l i , a n d r e s i s t a n c e t o t w o a n t i b i o t i c s .
T h e c r o s s - p l a t i n g c o n f i r m a t i o n a s s a y s o f p h a g e i s o l a t e s s h o w
t h a t t h e H a v e l a a r h o s t p r i m a r i l y d e t e c t s F + c o l i p h a g e ( m o r e t h a n
7 0 %) b u t a l s o p i c k s u p s i g n i f i c a n t n u mb e r s o f s o m a t i c S a l m o n e l l a
p h a g e (m o r e t h a n 1 5 % ) a s w e l l ( T a b l e 8 ) . H a v e l a a r
'
s a s s u mp t i o n
t h a t S . t y p h i m u r i u m w a s r e l a t i v e l y r e s i s t a n t t o s o m a t i c
c o l i p h a g e s a n d t h a t S S P o c c u r r e d i n f r e q u e n t l y i n t h e e n v i r o n m e n t .
H o w e v e r , t h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y s h o w t h a t t h e s e a s s u m p t i o n s
d e s e r v e r e e x a m i n a t i o n .
A c o mp a r i s o n o f u n c o r r e c t e d u n w e i g h t e d a n d l e a s t s q u a r e s m e a n
c o n c e n t r a t i o n s ( a n d s t a n d a r d e r r o r s ) o f p r e s u m e d m a l e - s p e c i f i c
c o l i p h a g e s d e t e c t e d i n f r e s h w a t e r F A E / D A L a s s a y s ( i n l o g ^ o
P F U / 1 0 0 m l u n i t s ) d e m o n s t r a t e s t h a t m a l e - s p e c i f i c h o s t E . c o l i
C 3 0 0 0 d e t e c t s m o r e p r e s u m e d m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s , 1 . 0 ( 0 . 1 ) ,
t h a n h o s t S . t y p h i m u r i um WG 4 9 , 0 . 8 ( 0 . 1 ) , w h i c h i n t u r n e x c e e d s
h o s t E . c o l i F a mp 0 . 6 ( 0 . 1 ) r e s p e c t i v e l y ( T a b l e 5 ) . T h e i d e n t i t y
o f t h e s e p r e s u m p t i v e F + c o l i p h a g e s r e q u i r e d f u r t h e r l a b o r a t o r y
i n v e s t i g a t i o n .
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T h e c r o s s - p l a t i n g c o n f i r m a t i o n t e s t d e t e r m i n e d t h e s p e c i f i c i t y
o f e a c h m a l e - s p e c i f i c h o s t b y r e a s s a y i n g p h a g e p l a q u e i s o l a t e s
p i c k e d f r o m F A E / D A L m a l e - s p e c i f i c a s s a y d i s h e s o n a r a n g e o f
h o s t s ( A p p e n d i x 7 ; T a b l e 3 ) . T h e c r o s s - p l a t i n g a s s a y c l a s s i f i e s
a p i c k e d p h a g e a s a s o m a t i c p h a g e , a m a l e
- s p e c i f i c p h a g e o r a
m i x e d o r u n k n o w n p h a g e ( T a b l e 8 ) . T h e r e l a t i v e p e r c e n t a g e o f
p r e s u mp t i v e F + c o l i p h a g e c o n f i r m e d t o b e F R N A c o l i p h a g e s w a s
t a k e n t o b e t h e m e a s u r e o f s p e c i f i c i t y o f t h e m a l e
- s p e c i f i c h o s t s
( H a v e l a a r 1 9 9 3 ) .
I d e a l l y m a l e
- s p e c i f i c h o s t s i d e n t i f y m a l e
- s p e c i f i c c o l i p h a g e s
o n l y a n d a h o s t i s o n e
- h u n d r e d p e r c e n t s p e c i f i c i f a l l t h e
i s o l a t e s a r e c o n f i r m e d t o b e m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e a n d
p r e f e r a b l y F R N A c o l i p h a g e u p o n r e a s s a y . H o w e v e r , t h e p e r c e n t a g e
o f p h a g e i s o l a t e s c o n f i r m e d t o b e F R N A c o l i p h a g e s w a s h i g h l y
v a r i a b l e a m o n g t h e F + h o s t s f o r a g i v e n w a t e r s a mp l e (A p p e n d i x
7 ) . A p p r e c i a b l e p e r c e n t a g e s o f s o m a t i c p h a g e s w e r e d e t e c t e d o n
t w o o f t h e t h r e e h o s t s . T h e t w o t y p e s o f s o m a t i c p h a g e s d e t e c t e d
w e r e s o m a t i c c o l i p h a g e (
'
i n f e c t i n g E . c o l i a n d d e t e c t e d o n E . c o l i
C 3 0 0 0 ) a n d s o m a t i c S a l m o n e l l a p h a g e ( i n f e c t i n g S a l m o n e l l a a n d
d e t e c t e d o n S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 ) ( T a b l e 8 ) .
B r a d l e y ( 1 9 6 7 ) f o u n d t h a t c r o s s r e a c t i v i t y o c c u r s b e t w e e n
p h a g e s o f c l o s e l y r e l a t e d b a c t e r i a l s p e c i e s l i k e S h i g e l l a a n d E .
c o l i . H a n d z e l ( 1 9 9 0 ) s p e c u l a t e d t h a t s o m a t i c b a c t e r i o p h a g e s
i s o l a t e d o n F + h o s t s m a y o r i g i n a t e i n h o s t s p e c i e s o f r e l a t e d b u t
n o t i d e n t i c a l e n t e r o b a c t e r i a e c a e . T h e t w o m a i n k i n d s o f m a l e -
s p e c i f i c c o l i p h a g e s a r e F + D N A ( F D N A ) a n d F + R N A ( F R N A )
c o l i p h a g e s . A s i n d i c a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n F D N A p h a g e s a r e
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p o o r l y u n d e r s t o o d a n d r e l a t i v e l y u n s t u d i e d ( H a v e l a a r 1 9 9 3 ) . F R N A
p h a g e s r e s e m b l e h u m a n e n t e r i c v i r u s e s i n s t r u c t u r e , s i z e ,
m o r p h o l o g y a n d a f e w k e y b i o c h e m i c a l c h a r a c t e r i s t i c s ( i . e .
i s o e l e c t r i c p o i n t s ) , a n d a r e t h e r e f o r e a p r e f e r r e d m o d e l o f h u m a n
e n t e r i c v i r u s e s i n s u r f a c e w a t e r s ( H a v e l a a r 1 9 9 3 ) .
T h e m a l e - s p e c i f i c h o s t s d i f f e r g e n e t i c a l l y a n d i n d e t e c t i o n o f
m a l e - s p e c i f i c a n d F R N A c o l i p h a g e s . T h e i n i t i a l i s o l a t e s
c o n f i r m e d a s F R N A c o l i p h a g e s a s a p e r c e n t a g e o f t o t a l p h a g e
i s o l a t e s r e a s s a y e d w e r e : 2 7 % o n E . c o l i C 3 0 0 0 ; 6 7 % o n S .
t y p h i m u r i u m WG 4 9 , a n d 8 5 % o n E . c o l i F a m p ( T a b l e 8 ) . B y
c o m b i n i n g t h e r e s u l t s o f t h e p r e s u m e d F + c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s
d e t e c t e d b y e a c h F + h o s t f o r f r e s h w a t e r F A E / D A L a s s a y s ( T a b l e 5 )
w i t h t h e c o r r e c t i o n f a c t o r s f o r e a c h m a l e - s p e c i f i c h o s t s ( T a b l e
8 ) , t h e c o r r e c t e d o r c o n f i r m e d c o n c e n t r a t i o n s o f F R N A c o l i p h a g e
d e t e c t e d b y t h e m a l e
- s p e c i f i c h o s t s w e r e d e t e r m i n e d ( T a b l e s 9 &
1 0 ) .
I n t h e w e i g h t e d a n a l y s i s h o s t E . c o l i C 3 0 0 0 d e t e c t e d a
r e l a t i v e l y l o w m e a n ( a n d s t a n d a r d e r r o r ) c o n c e n t r a t i o n o f
c o n f i r m e d F R N A c o l i p h a g e s , 0 . 2 5 7 ( 0 . 0 3 5 ) l o g ^ o P F U / 1 0 0 m l ( T a b l e
1 0 ) . B y t h e w e i g h t e d a n a l y s i s h o s t s E . c o l i F a m p a n d S .
t y p h i m u r i u m W G 4 9 d e m o n s t r a t e d c o mp a r a b l e m e a n ( a n d s t a n d a r d
e r r o r ) d e t e c t i o n l e v e l s ( i n l o g ^ o P F U / 1 0 0 m l ) o f c o n f i r m e d F R N A
c o l i p h a g e s , 0 . 6 1 0 ( 0 . 0 8 2 ) a n d 0 . 6 5 8 ( 0 . 0 9 5 ) r e s p e c t i v e l y ( T a b l e
1 0 ) . T h e c o r r e c t e d c o n c e n t r a t i o n s a r e m o r e t h a n t w o t i m e s h i g h e r
t h a n t h a t o n E . c o l i C 3 0 0 0 ( T a b l e 1 0 ) .
E . c o l i C 3 0 0 0 f a i l e d t o d e l i v e r a c c e p t a b l e p e r f o r m a n c e a s a
h o s t t o a s s a y F R N A c o l i p h a g e . T h i s h o s t d e m o n s t r a t e d t h e p o o r e s t
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s p e c i f i c i t y f o r P R N A c o l i p h a g e , 2 7 % , a n d d e t e c t e d a l a r g e
p r o p o r t i o n o f s o m a t i c c o l i p h a g e s , 6 3 % r e s p e c t i v e l y ( T a b l e 8 ) .
T h e m e a n c o n c e n t r a t i o n o f c o n f i r m e d F R N A c o l i p h a g e s d e t e c t e d b y
t h i s h o s t c o n s i s t e n t l y f e l l w e l l b e l o w t h e l e v e l o f p e r f o r m a n c e
o f t h e o t h e r t w o m a l e - s p e c i f i c h o s t s ( T a b l e s 9 & 1 0 ) . I n t h e
p a r a l l e l u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d a n a l y s e s t h e 9 5 % c o n f i d e n c e
i n t e r v a l s o f h o s t E . c o l i C 3 0 0 0 d i d n o t o v e r l a p w i t h t h o s e o f t h e
o t h e r t w o m a l e - s p e c i f i c h o s t s ( T a b l e s 9 & 1 0 ) .
I n t h e p a r a l l e l u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d a n a l y s i s S .
t y p h i m u r i u m W G 4 9 d e t e c t e d s l i g h t l y m o r e c o n f i r m e d F R N A c o l i p h a g e s
t h a n E . c o l i F a mp ( T a b l e 9 & 1 0 ) . H o w e v e r t h e s t a n d a r d e r r o r
e x c e e d e d t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n m e a n s w h i c h i mp l i e s t h a t t h e
d e t e c t i o n d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e t w o h o s t s a r e n o t s i g n i f i c a n t
s t a t i s t i c a l l y . H o s t S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 d e t e c t e d 1 8 % s o m a t i c
S a l m o n e l l a p h a g e s ( S S P ) . T h e a d d i t i o n o f a n e x t r a c t o f t h e
S a l m o n e l l a l i p o p o l y s a c c h a r i d e w a l l t o t h e p r o c e s s i n g m e d i a o r t h e
s a m p l e i n h i b i t s t h e d e t e c t i o n o f s o m a t i c S a l m o n e l l a p h a g e s b y S .
t y p h i m u r i u m WG 4 9 ( H a n d z e l e t a l . 1 9 9 0 ) .
I n t h i s p r e s e n t s t u d y , h o s t E . c o l i F a m p d e t e c t e d 9 0 % o f t h e
F R N A c o l i p h a g e s d e t e c t e d b y S . t y p h i m u r i u m W G 4 9 i n t h e w e i g h t e d
a n a l y s i s ( T a b l e 1 0 ) . H o s t s E . c o l i F a m p a n d S . t y p h i m u r i u m WG 4 9
a r e w e l l c o r r e l a t e d i n t h e u n w e i g h t e d a n a l y s i s ( r - v a l u e = 0 . 8 0 )
( T a b l e 7 ) . H o w e v e r , h o s t E . c o l i F a mp d e t e c t e d 8 5 % F R N A
c o l i p h a g e , w h i c h w a s t h e g r e a t e s t r e l a t i v e s p e c i f i c i t y ( 1 8 % m o r e
t h a n S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 ) .
Ch u n g ( 1 9 9 3 ) r e p o r t e d t h a t E . c o l i F a mp a n d S . t y p h i m u r i u m
WG 4 9 d e m o n s t r a t e s i m i l a r s e n s i t i v i t i e s f o r F R N A c o l i p h a g e s a n d
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c o r r e l a t e d c l o s e l y ( r - v a l u e = 0 . 9 4 ) . T h e r e f o r e E . c o l i F a m p
d e t e c t s F R N A c o l i p h a g e a s e f f i c i e n t l y a s S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 m o s t
o f t i m e . H o w e v e r , C h u n g ( 1 9 9 3 ) r e p o r t e d t h a t a b o u t 1 5 % m o r e
p h a g e i s o l a t e s p i c k e d f r o m S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 r e m a i n e d v i a b l e
w h e n r e s p o t t e d t h a n p i c k e d f r o m E . c o l i F a mp . C h u n g ( 1 9 9 3 )
p o s t u l a t e d t h a t t h e H a v e l a a r h o s t , S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 , m a y b e
s o m e w h a t m o r e s e n s i t i v e f o r F R N A c o l i p h a g e , a n d w a s p o s s i b l y a
h a r d i e r o r g a n i s m t h a n E . c o l i F a mp . C h u n g ( 1 9 9 3 ) a l s o f o u n d t h a t
t h e f e w s o m a t i c p h a g e s i s o l a t e d o n E . c o l i F a m p a n d 6 0 % o f t h o s e
o n S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 i n f e c t e d S . t y p h i m u r i u m WG 4 5 ; t h e
r e m a i n i n g ( 4 0 % ) s o m a t i c p h a g e i s o l a t e s o n S . t y p h i m u r i u m WG 4 9
i n f e c t e d E . c o l i F a mp .
G i v e n C h u n g
'
s f i n d i n g s a n d t h i s s t u d y
'
s f i n d i n g s , i n t h i s
a u t h o r ' s o p i n i o n , E . c o l i F a mp w a s s l i g h t l y s u p e r i o r t o S .
t y p h i m u r i u m WG 4 9 f o r d e t e c t i n g F R N A c o l i p h a g e s f o r t w o r e a s o n s .
F i r s t E . c o l i F a mp d e t e c t e d a h i g h e r p r o p o r t i o n o f t r u e p o s i t i v e s
r e l a t i v e t o f a l s e p o s i t i v e s ( r a t i o o f F R N A c o l i p h a g e s t o n o n - F R N A
c o l i p h a g e s d e t e c t e d ) a n d i t d e m o n s t r a t e d t h e h i g h e s t r e l a t i v e
s p e c i f i c i t y o f a l l t h e h o s t s t e s t e d . S e c o n d , E . c o l i F a m p
d e t e c t s F R N A c o l i p h a g e w i t h a h i g h d e g r e e o f s p e c i f i c i t y ( g r e a t e r
t h a n 8 0 % ) w i t h o u t a d d i t i o n a l p r o c e d u r a l c o m p l i c a t i o n s ( l i k e t h e
a d d i t i o n o f b a c t e r i a l h o s t e x t r a c t o f S a l m o n e l l a
l i p o p o l y s a c c h a r i d e w a l l t o t h e p r o c e s s i n g m e d i a o r t h e s a m p l e t o
i n h i b i t t h e d e t e c t i o n o f s o m a t i c S a l m o n e l l a a n d t o i n c r e a s e t h e
s p e c i f i c i t y o f S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 a s a n F R N A h o s t ) .
C o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s d e t e c t e d b y s o ma t i c a n d m a l e - s p e c i f i c
h o s t s w e r e c o mp a r e d a n d s h o w n t o d i f f e r (T a b l e 5 ) . S o m a t i c a n d
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m a l e - s p e c i £ i c c o l i p h a g e s d i f f e r a t t h e g e n e t i c l e v e l a n d b e l o n g
t o d i f f e r e n t t a x o n o m i c g r o u p s ( F i g u r e 1 ) . A s o m a t i c c o l i p h a g e
c a n a t t a c k e i t h e r s o m a t i c o r m a l e - s p e c i f i c b a c t e r i a l h o s t b e c a u s e
b o t h h o s t s h a v e c e l l w a l l s , b u t a m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e c a n
o n l y a t t a c k m a l e
- s p e c i f i c h o s t s . O n a v e r a g e t h e m e a n ( a n d
s t a n d a r d e r r o r ) s o m a t i c c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s d e t e c t e d ( i n
l o g i o P F U / l O O m l u n i t s ) o n s o m a t i c h o s t s , 1 . 3 ( 0 . 2 ) r e s p e c t i v e l y ,
c o n s i s t e n t l y e x c e e d e d t h e m e a n ( a n d s t a n d a r d e r r o r ) p r e s u m e d F +
c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s d e t e c t e d o n m a l e
- s p e c i f i c h o s t s , 0 . 8
( 0 . 2 ) r e s p e c t i v e l y , b y a h a l f l o g i o u n i t ( T a b l e 5 ) . T h e s e
c o n c e n t r a t i o n s w e r e s t a t i s t i c a l l y d i f f e r e n t ( a t a l p h a l e v e l o f
s i g n i f i c a n c e = 0 . 0 5 ) a s d e t e r m i n e d b y c o n t r a s t f o r t h e u n w e i g h t e d
a n d w e i g h t e d f r e s h a n d s a l i n e w a t e r F A E / D A L a s s a y s ( T a b l e 5 ) .
T h e s e r e s u l t s r e f l e c t d i f f e r e n c e s b e t w e e n s o m a t i c a n d m a l e -
s p e c i f i c c o l i p h a g e s d i f f e r a t t h e g e n e t i c l e v e l , a n d i n t h e
c o l i p h a g e s t h e y d e t e c t .
T w o c o l i p h a g e a s s a y m e t h o d s w e r e c o mp a r e d i n t h i s s t u d y . T h e
t w o m e t h o d s a r e t h e s i n g l e a g a r l a y e r a s s a y ( S A L ) ( G r a b o w a n d
C o u b r o u g h 1 9 8 6 ) a n d f i l t r a t i o n - a d s o r p t i o n - e l u t i o n ( F A E ) ( o r
a d s o r p t i o n - e l u t i o n - m e m b r a n e f i l t r a t i o n - c o n c e n t r a t i o n a b b r e v i a t e d
A E M ) ( S o b s e y a t a l . 1 9 9 0 ) f o l l o w e d b y d o u b l e a g a r l a y e r a s s a y
( D A L ) (A d a m s 1 9 5 9 ) . T h e S A L m e t h o d d i r e c t l y p l a t e s a v o l u m e o f
s a m p l e w a t e r t o d e t e r m i n e t h e c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n ( F i g u r e 3 ) .
T h e F A E / D A L m e t h o d u t i l i z e d a f i l t r a t i o n - a d s o r p t i o n - e l u t i o n
p r o t o c o l t o c o n c e n t r a t e t h e v i r u s e s f r o m l a r g e v o l u m e s o f w a t e r
b y a d s o r p t i o n o n t o d i s k f i l t e r s . T h e n , t h e a d s o r b e d s a mp l e
v i r u s e s a r e e l a t e d o f f t h e m e m b r a n e f i l t e r w i t h a b e e f e x t r a c t
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e l u e n t , a n d t h e v i r u s - e l u a t e s u s p e n s i o n i s p l a t e d b y a d o u b l e o r
t o p a g a r l a y e r a s s a y t o m e a s u r e t h e c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n
( F i g u r e 4 ) . H a n d z e l ( 1 9 9 0 ) f o u n d t h a t F A E / D A L a n d S A L m e t h o d s
w e r e s t r o n g l y c o r r e l a t e d ( r = 0 . 8 5 ; n = 4 4 ) a n d t h a t t h e t w o m e t h o d s
d i d n o t d i f f e r s i g n i f i c a n t l y i n t h e d e t e c t i o n o f b a c t e r i o p h a g e
d i f f e r e n t ( a t a l p h a l e v e l o f s i g n i f i c a n c e = 0 . 0 5 ) .
H o w e v e r
,
t h e m e t h o d s h a d d i f f e r e n t c a p a c i t i e s f o r p r o c e s s i n g
v o l u m e s o f s a mp l e w a t e r , a n d i n t h i s s t u d y t h e i n v e r s e o f t h e
s a mp l e v o l u m e e q u a l e d t h e w e i g h t f a c t o r . T h e t o t a l s a m p l e w a t e r
v o l u m e a n a l y z e d b y t h e S A L m e t h o d n e v e r e x c e e d e d 1 0 0 m l ( A p p e n d i x
2 ) w h i c h i s c o n s i d e r e d t h e p r a c t i c a l m a x i m u m a s s a y a b l e s a mp l e
v o l u m e . H o w e v e r , t h i s c o n s t r a i n t l i m i t s t h e s e n s i t i v i t y o f t h e
S A L m e t h o d . I f a s a mp l e w a t e r c o n t a i n s a l o w l e v e l o f c o l i p h a g e s
( l e s s t h a n o n e P F U / 1 0 0 m l ) t h e n t h e S A L m e t h o d m a y n o t d e t e c t
t h e m ( A p p e n d i x 2 ) .
F o r a n u m b e r o f S A L s a m p l e s t h e c o l i p h a g e l e v e l s w e r e b e l o w
t h e d e t e c t i o n l i m i t (A p p e n d i x 2 ) a n d t h e p l o t s o f t h e F A E / D A L
v e r s u s t h e S A L m e t h o d s h o w a c l u s t e r o f p o i n t s ( d e t e c t i o n l i m i t
v a l u e s ) a b o v e t h e l i n e o f e q u i v a l e n c e n e a r z e r o (G r a p h s 2 & 3 ) .
I n t h e s e s a mp l e s l o w l e v e l s o f c o l i p h a g e s w e r e d e t e c t e d b y t h e
F A E / D A L m e t h o d b u t n o t b y t h e S A L m e t h o d ( G r a p h s 2 & 3 ) . T h i s
r e f l e c t s t h e l i m i t a t i o n o f t h e S A L t o d e t e c t l o w l e v e l s o f
c o l i p h a g e s .
T h e D A L m e t h o d c a n a n a l y z e a p r a c t i c a l m a x i m u m v o l u m e o f 1 0 m l
( A d a m s 1 9 5 9 ) ; h o w e v e r , u t i l i z i n g t h e D A L o n F A E ( o r A E M ) e l u a t e
i n c r e a s e s t h e t o t a l a s s a y a b l e s a m p l e v o l u m e ( S o b s e y e t a l . 1 9 9 0 ) .
T h e a v e r a g e c o m b i n e d F A E / D A L a s s a y p r o c e s s e d a b o u t 2 5 0 0 m l o f
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s a mp l e w a t e r ( m i n i m u m o f 5 0 0 m l a n d m a x i m u m o f 4 5 0 0 m l ) i n
c o mp a r i s o n t o a m a x i 2 m u m o f 1 0 0 m l s a mp l e b y t h e S A L m e t h o d
(A p p e n d i x 2 ) . C l o g g i n g o f t h e m e m b r a n e f i l t e r , w h i c h w a s v e r y
s t r o n g l y r e l a t e d t o t u r b i d i t y , l i m i t e d t h e t o t a l v o l u m e o f s a m p l e
w a t e r p r o c e s s e d ( H a n d z e l , 1 9 9 0 ) .
A c c o r d i n g t o p r e v i o u s s t u d i e s , t h e S A L a n d F A E / D A L m e t h o d s
d i f f e r i n p l a g u i n g e f f i c i e n c y o r c o l i p h a g e e n u m e r a t i o n . T h e
m e t h o d s i n o r d e r o f d e c r e a s i n g p l a g u i n g e f f i c i e n c y w e r e t h e D A L ,
S A L a n d F A E ( o r A E M ) ( A P H A , A W WA a n d W P C F , 1 9 8 9 ; C h u n g , 1 9 9 3 ;
F a r r a h a n d B i t t o n 1 9 8 2 ) . I n t h e s t u d y o f t h i s r e p o r t , t h e
p l a g u i n g e f f i c i e n c y f o r t h e S A L m e t h o d g e n e r a l l y e x c e e d e d t h e
c o m b i n e d F A E / D A L m e t h o d ( T a b l e 6 ; G r a p h s 2 & 3 ; A p p e n d i x 5 ) .
O v e r a l l , h o w e v e r , a n d i n a g r e e m e n t w i t h C h u n g
'
s ( 1 9 9 3 ) f i n d i n g s ,
t h e m e t h o d s d e t e c t e d s i m i l a r l e v e l s o f c o l i p h a g e s a n d w e r e
s t r o n g l y c o r r e l a t e d .
A l t h o u g h t h e S A L m e t h o d w a s c o n s i d e r e d t h e
"
g o l d s t a n d a r d
" i n
t h i s s t u d y , n o r a p i d a s s a y o f c o l i p h a g e h a s 1 0 0 % r e c o v e r y
e f f i c i e n c y . T h e l o s s e s o f c o l i p h a g e s b y t h e S A L m e t h o d a r e
a c c o u n t e d f o r p r i m a r i l y b y h e a t i n a c t i v a t i o n d u r i n g t h e t w o
m i n u t e e g u i l i b r a t i o n p e r i o d i n t h e 4 7
° C w a t e r b a t h
,
f a i l u r e t o
a t t a c h t o a b a c t e r i a l h o s t d u r i n g t h i s p e r i o d a n d a d h e s i o n t o t h e
b o t t l e i n t e r i o r d u r i n g c u l t u r e d i s h p o u r i n g . T h e S A L m e t h o d w a s
a s s u m e d t o h a v e 1 0 0 % r e c o v e r y a n d s e r v e d a s t h e
"
g o l d s t a n d a r d
"
f o r t h e a s s a y m e t h o d s .
F o r t h e F A E / D A L m e t h o d , t h e l o s s o f p h a g e c a n o c c u r b y
i n a c t i v a t i o n , f a i l u r e t o e l u t e f r o m t h e m e m b r a n e f i l t e r ,
a d s o r p t i o n t o f i l t r a t i o n a p p a r a t u s s u r f a c e s a n d b y p a s s i n g t h e
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f i l t e r ( b y b r e a k - t h r o u g h o r e x c e s s i v e n e g a t i v e p r e s s u r e ) . T h e
F A E / D A L m e t h o d d e t e c t e d o n a v e r a g e 5 0 % o f t h e p h a g e s d e t e c t e d b y
t h e S A L m e t h o d i n f r e s h , s a l i n e a n d c o mb i n e d w a t e r s ( T a b l e 6 ) .
W i t h r e s p e c t t o a s s a y i n g c o l i p h a g e s i n s u r f a c e w a t e r s , b o t h
m e t h o d s d e m o n s t r a t e d s t r e n g t h s a n d w e a k n e s s e s . T h e F A E / D A L
m e t h o d i s a b e t t e r t o o l f o r d e t e c t i n g l o w c o n c e n t r a t i o n s o f
c o l i p h a g e s ( < 1 P F U / 1 0 0 m l ) b e c a u s e t h i s m e t h o d c a n c o n c e n t r a t e
v i r u s e s i n t h e s a mp l e w a t e r i n t o a s m a l l e r a n d m o r e c o n c e n t r a t e d
e l u a t e v o l u m e w h i c h i n c r e a s e s t h e p r o b a b i l i t y o f d e t e c t i n g
c o l i p h a g e p r e s e n t i n t h e s a m p l e . T h e S A L m e t h o d i s a b e t t e r
m e t h o d f o r a s s a y i n g s a m p l e s w h i c h c o n t a i n h i g h c o n c e n t r a t i o n s ( >
1 P F U / 1 0 0 m l ) o f c o l i p h a g e s b e c a u s e t h e m e t h o d h a s a h i g h e r
e f f i c i e n c y o f v i r a l r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n . T h e i n c r e a s e d s a mp l e
v o l u m e p r o c e s s i n g a b i l i t y o f t h e F A E / D A L m e t h o d c o m e s a t t h e
e x p e n s e o f r e d u c e d e f f i c i e n c y o f c o l i p h a g e e n u m e r a t i o n r e l a t i v e
t o t h e S A L m e t h o d ( a b o u t 5 0 % ) .
T h i s s t u d y a l s o i n v e s t i g a t e d t h e o c c u r r e n c e o f c o l i p h a g e s i n
d i f f e r e n t s u r f a c e w a t e r s , n a m e l y f r e s h a n d s a l i n e ( b r a c k i s h o r
e s t u a r i n e a n d s a l t ) s u r f a c e w a t e r s . M o r e f r e s h w a t e r s a mp l e s
( n = 8 4 ) w e r e a n a l y z e d t h a n s a l i n e w a t e r s a m p l e s ( n = 2 4 ) ( A p p e n d i c e s
1 - 3 ) . H a n d z e l ( 1 9 9 4 ) s t u d i e d f r e s h w a t e r s a n d C h u n g ( 1 9 9 3 )
e x a m i n e d s a l i n e w a t e r s
,
a n d t h e m e a n c o n c e n t r a t i o n s o f c o l i p h a g e s
d e t e c t e d b y t h e S A L a n d F A E / D A L m e t h o d s i n f r e s h a n d s a l i n e
s u r f a c e w a t e r s i n t h e s e t w o s t u d i e s w e r e g e n e r a l l y s i m i l a r .
C o n s i s t e n t w i t h t h e s e e a r l i e r f i n d i n g s , t h e u n w e i g h t e d a n d
w e i g h t e d m e a n ( a n d s t a n d a r d e r r o r ) c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s
d e t e c t e d ( i n l o g i o P F U / 1 0 0 m l u n i t s ) a c r o s s m e t h o d s a n d h o s t s w e r e
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1 . 1 ( 0 . 4 ) f o r f r e s h w a t e r s a n d 1 . 5 ( 0 . 4 ) f o r s a l i n e w a t e r s ( T a b l e
4 ) . T h e c o n c e n t r a t i o n s o f c o l i p h a g e s d e t e c t e d i n f r e s h a n d
s a l i n e w a t e r s b y t h e F A E / D A L m e t h o d w e r e v i r t u a l l y t h e s a m e
a c r o s s h o s t s ( T a b l e 5 ) . F o r t h i s r e a s o n , t h e v a r i a b l e w a s n o t
c o n s i d e r e d f u r t h e r i n t h e a n a l y s i s . H o w e v e r , t h e p r o c e d u r a l
d i f f e r e n c e s f o r p r o c e s s i n g f r e s h a n d s a l i n e w a t e r s b y t h e F A E / D A L
m e t h o d s h o u l d b e n o t e d .
I n t h e F A E / D A L a s s a y s f r e s h a n d s a l i n e w a t e r s w e r e p r o c e s s e d
u s i n g d i f f e r e n t f i l t e r m e d i a , w h i c h m a y b e a m a j o r s o u r c e o f
d i f f e r e n c e . B e c a u s e v i r u s e s a r e s m a l l , n e g a t i v e l y c h a r g e d
p a r t i c l e s s u s p e n d e d i n w a t e r , a v e r y p o l a r m e d i u m , t h e c h a r g e o f
t h e f i l t e r m e d i a i s c r i t i c a l i n v i r u s a d s o r p t i o n . F r e s h w a t e r
s a m p l e s w e r e f i l t e r
- c o n c e n t r a t e d w i t h t w o l a y e r s o f Cu n o
' s
p o s i t i v e l y c h a r g e d V i r o s o r b I M D S f i b e r g l a s s f i l t e r s , w h e r e t h e
v i r u s e s a d s o r b d i r e c t l y t o t h e s u r f a c e o f t h e f i l t e r . S a l i n e
w a t e r s a m p l e s w e r e s u p p l e m e n t e d w i t h M g C l 2 a n d t h e n p r o c e s s e d
w i t h M i l l i p o r e
' s n e g a t i v e l y c h a r g e d c e l l u l o s e e s t e r p o l y m e r
f i l t e r s . T h e p h a g e s d o n o t a d s o r b d i r e c t l y t o t h e n e g a t i v e
f i l t e r b e c a u s e o f i o n i c r e p u l s i o n . R a t h e r , t h e M g C l 2 d i s s o c i a t e s
i n t o M g
" *" *" i o n s w h i c h f o r m a c a t i o n i c b r i d g e s b e t w e e n t h e n e g a t i v e
c e l l u l o s i c e s t e r f i l t e r a n d t h e v i r u s e s . I n s a l i n e w a t e r
n e g a t i v e i o n i c c h a r g e s i n t h e w a t e r s a m p l e r e p u l s e t h e v i r u s e s
a n d m a y h e l p f o r c e t h e m t h r o u g h t h e f i l t e r , a n d o t h e r n e g a t i v e l y
c h a r g e d i o n s l i k e C I - , C O 3
"
a n d S O 4
"
c o mp e t e f o r t h e M g
" *" *" i o n s .
P r e v i o u s s t u d i e s s h o w e d t h a t t h e v i r u s e s a d s o r b e d t o a n d e l u t e d
o f f t h e f i b e r g l a s s f i l t e r s m o r e e f f i c i e n t l y t h a n t h e c e l l u l o s i c
e s t e r f i l t e r s ; h o w e v e r t h e s e w e r e s i m i l a r r e c o v e r y e f f i c i e n c i e s
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( T a b l e 6 ) . F o r a l l h o s t s c o l i p h a g e s w e r e i s o l a t e d a s e f f i c i e n t l y
f r o m f r e s h a s s a l i n e w a t e r s , w i t h a b o u t 5 0 % r e l a t i v e r e c o v e r y , o n
a v e r a g e , b y t h e F A E / D A L m e t h o d r e l a t i v e t o t h e S A L m e t h o d ( T a b l e
6 ) .
S a l i n i t y , h o w e v e r , i s j u s t o n e c o n s i d e r a t i o n w h i c h c a n
p o t e n t i a l l y i n f l u e n c e p h a g e e c o l o g y . T h e p o p u l a t i o n e c o l o g y a n d
w a t e r c h e m i s t r y p r o f i l e o f a w a t e r c h a n g e s c o n t i n u o u s l y . A w a t e r
s a m p l e c o l l e c t e d f r o m t h e s a m e s i t e d u r i n g a d i f f e r e n t s e a s o n ,
d u r i n g d i f f e r e n t d a y s , d u r i n g d i f f e r e n t t i m e s o n t h e s a m e d a y ma y
d e m o n s t r a t e m e a s u r a b l e d i f f e r e n c e s i n w a t e r - p h a g e e c o l o g y . A l s o
t h e s o u r c e a n d t y p e a n d c o m p o s i t i o n o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n v a r i e s
f r o m d a y t o d a y a n d l o c a t i o n t o l o c a t i o n . H o n g K o n g s e w a g e i s
d i f f e r e n t f r o m K a n s a s C i t y s e w a g e j u s t a s H a w a i i s t r e a m w a t e r
d i f f e r s f r o m N o r t h C a r o l i n a c o a s t a l w a t e r . D i f f e r e n c e s i n s a m p l e
c o l l e c t i o n i n e v i t a b l y i n t r o d u c e d b i a s i n t o t h e b o d y o f d a t a . T h e
s t u d y r e l i e d u p o n t h e e x p e r t j u d g m e n t o f t h e s a mp l e c o l l e c t o r s t o
i d e n t i f y a n d c o l l e c t f e c a l l y c o n t a m i n a t e d w a t e r s a mp l e s .
F u r t h e r m o r e d u r i n g t r a n s p o r t a t i o n , c o l i p h a g e d i e
- o f f m a y h a v e
o c c u r r e d t o a n u n k n o w n a n d v a r i a b l e e x t e n t . T h e e c o l o g i c a l
c o n s i d e r a t i o n s a r e c h a l l e n g i n g t o i d e n t i f y a n d d i f f i c u l t
q u a n t i f y . S u c h e c o l o g i c a l f a c t o r s i n t r o d u c e u n c e r t a i n t y a n d b i a s
i n t o t h e d a t a s e t o f c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s .
T o u n d e r s t a n d t h e t r e n d s i n t h e c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n d a t a
a s f u l l y a s p o s s i b l e a n u m b e r o f s t a t i s t i c a l p h e n o m e n a o b s e r v e d
i n t h e d a t a s e t m e r i t e x p o s i t i o n . T h e c r o s s - p l a t i n g c o n f i r m a t i o n
a s s a y o f p h a g e i s o l a t e s ( F i g u r e 5 ) s h o w s t h a t c e r t a i n v a r i e t i e s
o f p h a g e o c c u r i n c l u s t e r s a n d t h i s c l u s t e r i n g e f f e c t v a r i e s f r o m
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h o s t t o h o s t a n d s a m p l e t o s a m p l e ( A p p e n d i x 7 ) . F o r e x a mp l e , t h e
c r o s s - p l a t i n g a n a l y s i s o f 2 2 p h a g e p l a q u e s i s o l a t e d f r o m t h e S .
t y p h i m u r i u m WG 4 9 F A E / D A L a s s a y d i s h e s s e l e c t e d f r o m s a mp l e s 5 2 ,
7 6 a n d 7 7 s h o w e d t h a t 4 5 % o f t h e i s o l a t e s w e r e S S P a n d 5 5 % F R N A
c o l i p h a g e ( A p p e n d i x 7 ) . L i k e w i s e , t h e c r o s s - p l a t i n g a n a l y s i s o f
2 8 p h a g e p l a q u e s i s o l a t e d f r o m t h e E . c o l i C 3 0 0 0 F A E / D A L a s s a y
d i s h e s s e l e c t e d f r o m s a m p l e s 3 8 , 5 0 , 6 5 a n d 6 6 r e v e a l e d t h a t 8 2 %
o f t h e i s o l a t e s w e r e s o m a t i c c o l i p h a g e s a n d 9 % w e r e F R N A
c o l i p h a g e s ( A p p e n d i x 7 ) . I s o l a t e s f r o m s a mp l e 8 4 a n a l y z e d b y t h e
F A E / D A L m e t h o d a n d a s s a y e d o n h o s t E . c o l i F a mp w e r e 5 0 % F R N A a n d
5 0 % F D N A c o l i p h a g e ( A p p e n d i x 7 ) . C l u s t e r i n g o r s i t e - s p e c i f i c i t y
i s c h a r a c t e r i s t i c o f p h a g e e c o l o g y a n d i t i s d i f f i c u l t t o i s o l a t e
o r e l i m i n a t e t h e i n f l u e n c e a n d e f f e c t o f c l u s t e r i n g u p o n t h e
d a t a . T h e e f f e c t s o f c l u s t e r i n g w e r e i s o l a t e d a n d c o n t r o l l e d f o r
p a r t i a l l y b y b l o c k i n g a n d b y a n a l y z i n g t h e d a t a b y h o s t b l o c k s .
T h e e f f e c t o f v i r u s a g g r e g a t i o n a n d v i r u s
-
p a r t i c l e a s s o c i a t i o n
c a n n o t b e a s c e r t a i n e d f r o m d a t a o n c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s a n d
t h e i r s t a t i s t i c a l a n a l y s i s . A s n o t e d c o l i p h a g e s a r e s m a l l
n e g a t i v e l y c h a r g e d p a r t i c l e s , a n d b a s e d o n e l e c t r o s t a t i c
c o n s i d e r a t i o n s , n e g a t i v e l y c h a r g e d p a r t i c l e s a r e a t t r a c t e d t o
p o s i t i v e l y c h a r g e d p a r t i c l e s . T h e d e c o mp o s i t i o n o f v e g e t a t i v e
m a t t e r o f t e n p r o d u c e s l a r g e , p o s i t i v e l y c h a r g e d o r g a n i c
m o l e c u l e s . V i r u s e s a r e a t t r a c t e d t o t h e p o s i t i v e l y c h a r g e d
o r g a n i c m o l e c u l e s a n d t o o t h e r p o s i t i v e l y c h a r g e d p a r t i c l e s .
S e v e r a l v i r u s e s m a y s t i c k t o o n e p a r t i c l e w h i c h u p o n a n a l y s i s m a y
b e e n u m e r a t e d a s o n l y o n e v i r a l p l a q u e . A s a r e s u l t o f
e l e c t r o s t a t i c i n t e r a c t i o n s a n d o t h e r i n t e r a c t i o n s t h e v i r u s e s
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t e n d t o c l u mp t o g e t h e r ; t h e v i r u s e s a r e n o t u n i f o r m l y
d i s t r i b u t e d t h r o u g h o u t t h e w a t e r ( S i n s h e i m e r 1 9 5 9 ) . T h e
l i t e r a t u r e s h o w s t h a t t h e a g g r e g a t i o n e f f e c t c a n c a u s e c o l i p h a g e
a s s a y s t o s i g n i f i c a n t l y u n d e r e s t i m a t e t h e c o n c e n t r a t i o n o f
c o l i p h a g e s i n t h e s a mp l e w a t e r , c o mm o n l y b y a f a c t o r o f t w o o r
t h r e e a n d s o m e t i m e s m u c h m o r e ( S i n s h e i m e r 1 9 5 9 ) . T h e a g g r e g a t i o n
p h e n o m e n o n t e n d s y i e l d c o l i p h a g e a s s a y s w h i c h u n d e r e s t i m a t e t h e
a c t u a l c o n c e n t r a t i o n o f c o l i p h a g e p r e s e n t i n a g i v e n w a t e r
s a mp l e . T h e b e e f e x t r a c t e l u e n t a n d p l a t i n g m e t h o d s m a y r e d u c e
a g g r e g a t i o n a n d c a u s e d i s p e r s i o n o r d i s a g g r e g a t i o n . S a mp l e
a g i t a t i o n a n d d e t e r g e n t s a l s o r e d u c e t h e e f f e c t s o f a g g r e g a t i o n .
T h e m e t h o d o f m e a n c a l c u l a t i o n c a n a f f e c t t h e r e s u l t s a n d t h e
p r e s e n t a t i o n o f t h e r e s u l t s . I n t h e c a l c u l a t i o n o f a l e a s t -
s q u a r e s ( L S ) m e a n , t h e r e g r e s s i o n c l a s s a n d m o d e l v a r i a b l e s
i n f l u e n c e t h e c a l c u l a t i o n o f t h e m e a n . T h e S A S p r o g r a m t a k e s
i n t o a c c o u n t t h e v a r i a b l e s i n t h e c l a s s s t a t e m e n t a n d t h e c l a s s
v a r i a b l e s a f f e c t t h e c a l c u l a t i o n ( o r m o d e l i n g o r e s t i m a t i o n ) o f
t h e m e a n ( L S m e a n s o p t i o n , g e n e r a l l i n e a r m o d e l s p r o c e d u r e , S A S ) .
G i v e n a d a t a s e t ( o r i g i n a l ) a n d t h r e e c l a s s v a r i a b l e s ( h o s t ,
m e t h o d a n d t y p e ) a L S m e a n s a n a l y s i s o f t h e d a t a s e t w h i c h
u t i l i z e s t h r e e c l a s s v a r i a b l e s ( h o s t , m e t h o d a n d t y p e ) d i f f e r s
f r o m a n a l y s i s o f t h e s a m e d a t a ( o r i g i n a l ) e x e c u t e d w i t h t w o c l a s s
v a r i a b l e s ( h o s t a n d m e t h o d ) .
T h e i n c o r p o r a t i o n o f a w e i g h t s t a t e m e n t i n t o a r e g r e s s i o n
a n a l y s i s a f f e c t s t h e c a l c u l a t i o n o f t h e m e a n a s w e l l . S i n c e t h e
v o l u m e s o f s a m p l e w a t e r a s s a y e d i n t h i s s t u d y v a r i e d (A p p e n d i x
2 ) , t h e a s s u mp t i o n o f v a r i a n c e h o m o g e n e i t y d o e s n o t h o l d .
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T h e r e f o r e w e i g h t e d l e a s t
- s q u a r e s r e g r e s s i o n m o s t a p p r o p r i a t e l y
m o d e l s t h e d a t a ( K l e i n b a u m e t a l , 1 9 8 8 ) . A n u n w e i g h t e d d a t a
p o i n t e n t e r e d t h e r e g r e s s i o n m o d e l a s t h e l o g i o t r a n s f o r m e d
c o n c e n t r a t i o n o f c o l i p h a g e s f o r a g i v e n h o s t , m e t h o d , w a t e r t y p e
a n d s a mp l e ( v a l u e 2 ) . A w e i g h t e d d a t a p o i n t e n t e r e d t h e
r e g r e s s i o n m o d e l a s t h e p r o d u c t o f v a l u e 2 a n d a r e l a t i v e w e i g h t
f a c t o r r e l a t e d t o t h e i n v e r s e o f t h e s a mp l e v o l u m e a s s a y e d
( A p p e n d i x 2 ) . T o s i mp l i f y t h e d i s c u s s i o n o f t h e w e i g h t i n g
s t r a t e g y , t h e s i mp l e s t w e i g h t i n g f a c t o r p o s s i b l e , t h e i n v e r s e o f
t h e v o l u m e o f w a t e r f i l t e r e d ( v f i l ) c h o s e n t o b e t h e w e i g h t
f a c t o r . H o w e v e r , m o r e s o p h i s t i c a t e d a n d p r e c i s e w e i g h t i n g
f a c t o r s w e r e d e s i g n e d a n d t e s t e d .
T h e w e i g h t e d a n a l y s i s p r o v i d e d a s e c o n d c h e c k o f t h e
u n w e i g h t e d a n a l y s i s . T h e u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d a n a l y s i s
r e s u l t s w e r e v e r y s i m i l a r i n g e n e r a l . H o w e v e r , t h e s a m p l e s i z e s
f o r t h e u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d d a t a s e t s d i f f e r e d . T h e
u n w e i g h t e d a n a l y s i s u t i l i z e d a l l 1 0 8 s a m p l e s b u t t h e w e i g h t e d
a n a l y s i s o m i t t e d t h e f i r s t 3 0 s a mp l e s b e c a u s e n o d a t a t o
c o n s t r u c t t h e w e i g h t i n g f a c t o r s w a s a v a i l a b l e (A p p e n d i x 2 ) .
H e n c e , t h e u n w e i g h t e d r e g r e s s i o n o f f r e s h w a t e r F A E / D A L a s s a y s
a n a l y z e d 8 4 s a mp l e s a n d t h e w e i g h t e d r e g r e s s i o n o f f r e s h F A E / D A L
a s s a y s a n a l y z e d 6 0 s a m p l e s .
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F R N A C O L I P H A G E D E T E C T I O N B Y F + H O S T S
S
.
t y p h i m u r i u m WG 4 9 d e t e c t e d a m e a n ( a n d s t a n d a r d e r r o r )
c o n c e n t r a t i o n ( i n l o g i o P F U / l O O m l ) o f 0 . 6 5 8 ( 0 . 0 9 5 ) o f c o n f i r m e d
F R N A c o l i p h a g e s b u t d e t e c t e d 1 8 % s o m a t i c S a l m o n e l l a p h a g e s .
E
. c o l i F a m p d e t e c t e d a m e a n ( a n d s t a n d a r d e r r o r )
c o n c e n t r a t i o n ( i n l o g i o P F U / l O O m l ) o f 0 . 6 1 0 ( 0 . 0 8 2 ) o f c o n f i r m e d
F R N A c o l i p h a g e s . O f t h e t o t a l c o l i p h a g e s d e t e c t e d 8 5 % w e r e F R N A
a n d 1 3 % w e r e F D N A . T h i s h o s t w a s t h e p r e f e r r e d h o s t f o r a s s a y o f
F R N A c o l i p h a g e s b e c a u s e t h e h o s t d e m o n s t r a t e d t h e g r e a t e s t
s p e c i f i c i t y f o r F R N A c o l i p h a g e s w i t h t h e f e w e r p r o c e d u r a l
c o m p l i c a t i o n s .
E
. c o l i C 3 0 0 0 w a s a p o o r h o s t ; i t d e t e c t e d a m e a n ( a n d
s t a n d a r d e r r o r ) c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n ( i n l o g i o P F U / l O O m l ) o f
0 . 2 5 7 ( 0 . 0 3 5 ) o f c o n f i r m e d F R N A c o l i p h a g e s . Ov e r 6 3 % o f t h e
t o t a l c o l i p h a g e d e t e c t e d w e r e s o m a t i c c o l i p h a g e .
S O M A T I C C O L I P H A G E D E T E C T I O N B Y S O M A T I C H O S T S
E . c o l i C d e t e c t e d a m e a n ( a n d s t a n d a r d e r r o r ) c o n c e n t r a t i o n
( i n l o g i o P F U / l O O m l ) o f s o m a t i c c o l i p h a g e s o f 1 . 3 ( 0 . 1 )
E . c o l i CN 1 3 d e t e c t e d a m e a n ( a n d s t a n d a r d e r r o r )
c o n c e n t r a t i o n ( i n l o g i o P F U / l O O m l ) o f s o m a t i c c o l i p h a g e s o f 1 . 2
( 0 . 1 ) . T h i s h o s t w a s t h e p r e f e r r e d h o s t f o r a s s a y o f s o m a t i c
c o l i p h a g e s b e c a u s e t h e h o s t d e t e c t e d a l m o s t t h e s a m e
c o n c e n t r a t i o n o f s o m a t i c c o l i p h a g e s E . c o l i C w i t h t h e
c o m p a r a t i v e a d v a n t a g e o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e .
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C O M P A R I S O N O F C O L I P H A G E D E T E C T I O N B E T W E E N C O L I P H A G E H O S T G R O U P S
I n f r e s h w a t e r F A E / D A L a s s a y s c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s o n
s o m a t i c h o s t s ( a v e r a g e P e a r s o n ' s c o r r e l a t i o n c o e f f i c i e n t > 0 . 9 0 )
a n d m a l e - s p e c i f i c h o s t s ( a v e r a g e P e a r s o n
'
s c o r r e l a t i o n
c o e f f i c i e n t > 0 . 7 0 ) w e r e c o r r e l a t e d s t r o n g l y w i t h i n h o s t g r o u p s .
T h e m e a n c o n c e n t r a t i o n o f s o m a t i c c o l i p h a g e s ( i n l o g i o P F U / 1 0 0
m l ) d e t e c t e d o n s o m a t i c h o s t s E . c o l i C a n d C N 1 3 , 1 . 3 , e x c e e d e d
t h e m e a n c o n c e n t r a t i o n o f m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s , 0 . 8 , d e t e c t e d
o n F + h o s t s E . c o l i C 3 0 0 0
,
E . c o l i F a mp a n d S . t y p h i m u r i u m WG 4 9
b y h a l f a l o g i o u n i t o r f a c t o r o f f i v e .
S o m a t i c c o l i p h a g e s o u t n u m b e r e d m a l e
- s p e c i f i c c o l i p h a g e s f i v e
t o o n e i n t h i s s t u d y
'
s s a mp l i n g o f e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e w a t e r s .
C O L I P HA G E D E T E C T I O N M E T H O D S
T h e F A E / D A L m e t h o d i s b e t t e r f o r d e t e c t i n g l o w c o n c e n t r a t i o n s
o f c o l i p h a g e s ( < 1 P F U / 1 0 0 m l ) b e c a u s e i t c a n c o n c e n t r a t e t h e
s a m p l e w a t e r v i r u s e s i n t o a s m a l l e r a n d m o r e c o n c e n t r a t e d e l u a t e
v o l u m e ; t h e S A L m e t h o d i s a b e t t e r m e t h o d f o r a s s a y i n g s a mp l e s
w h i c h c o n t a i n h i g h c o n c e n t r a t i o n s ( > 1 P F U / 1 0 0 m l ) o f c o l i p h a g e s
b e c a u s e t h e m e t h o d h a s a h i g h e r v i r a l r e c o v e r y e f f i c i e n c y .
I n f r e s h
,
s a l i n e a n d c o m b i n e d w a t e r s t h e F A E / D A L m e t h o d
d e t e c t e d 5 0 % o f c o l i p h a g e s d e t e c t e d b y t h e S A L m e t h o d .
Ov e r a l l t h e S A L a n d F A E / D A L m e t h o d s d e t e c t e d g e n e r a l l y s i m i l a r
c o n c e n t r a t i o n s o f c o l i p h a g e s a c r o s s a l l h o s t s a n d s a mp l e w a t e r s .
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T o e s t a b l i s h F - s p e c i f i c c o l i p h a g e s a s r e l i a b l e a n d p r e d i c t i v e
i n d i c a t o r s o f h u m a n e n t e r i c v i r u s e s i n d r i n k i n g w a t e r s a n d s o u r c e
w a t e r s a d d i t i o n a l f i e l d s t u d i e s a r e r e q u i r e d . S u c h s t u d i e s m u s t
i n v e s t i g a t e t h e o c c u r r e n c e o f a n d r e l a t i o n s h i p s b e t w e e n F
-
s p e c i f i c c o l i p h a g e s a n d h u m a n e n t e r i c v i r u s e s i n d r i n k i n g w a t e r s
a n d s o u r c e w a t e r s a c r o s s t h e w o r l d ' s w a t e r r e s o u r c e s a n d
p o p u l a t i o n s t h e y s e r v e .
H o w e v e r , t h i s f u r t h e r r e s e a r c h r e q u i r e s d e v e l o p m e n t s a n d
i mp r o v e m e n t s i n t h e m e t h o d s t o d e t e c t h u m a n e n t e r i c v i r u s e s i n
w a t e r . T h e c u r r e n t m e t h o d s a s s a y h u m a n e n t e r i c v i r u s e s
r e l a t i v e l y i n e f f i c i e n t l y , a n d r e m a i n t e c h n i c a l l y d i f f i c u l t ,
l a b o r i o u s , a n d t i m e c o n s u m i n g . A d d i t i o n a l l y , w i t h c u r r e n t c e l l
c u l t u r e m e t h o d s , o n l y c e r t a i n e n t e r o v i r u s e s a n d r e o v i r u s e s a r e
r e a d i l y c u l t u r e d , a n d u n f o r t u n a t e l y t h e c u r r e n t e p i d e m i o l o g i c a l
e v i d e n c e f a i l s t o s t r o n g l y i m p l i c a t e t h e s e v i r u s e s i n w a t e r b o r n e
d i s e a s e . T h e e p i d e m i o l o g i c a l l y i m p o r t a n t w a t e r b o r n e v i r u s e s ,
n o t a b l y h e p a t i t i s A v i r u s a n d t h e N o r w a l k
- t y p e g a s t r o e n t e r i t i s
v i r u s e s , a r e d i f f i c u l t o r i m p o s s i b l e t o d e t e c t i n w a t e r .
F u r t h e r d e v e l o p m e n t a n d r e f i n e m e n t o f p o l y m e r a s e c h a i n
r e a c t i o n a n d g e n e p r o b e t e c h n o l o g i e s a n d m e t h o d o l o g i e s m a y
f a c i l i t a t e t h e r o u t i n e d e t e c t i o n o f t h e s e i mp o r t a n t v i r a l
p a t h o g e n s i n t h e f u t u r e .
A d d i t i o n a l l y , t o u t i l i z e F
- s p e c i f i c c o l i p h a g e s a s i n d i c a t o r s
r e q u i r e s f u r t h e r r e f i n e m e n t a n d u s e o f F - s p e c i f i c c o l i p h a g e
t y p i n g p r o t o c o l s a n d c a p a b i l i t i e s . I m p o r t a n t t y p i n g i s s u e s
i n c l u d e d e v e l o p i n g a m e t h o d t o r e a d i l y r e s o l v e w h e t h e r a p h a g e
b e l o n g s t o t h e F R N A o r t h e F D N A g r o u p a n d w h e t h e r a p h a g e
o r i g i n a t e s f r o m a n a n i m a l o r a h u m a n s o u r c e . T o d e t e r m i n e t h e
F R N A c o l i p h a g e s o u r c e , i t i s p o s s i b l e t o s e r o t y p e t h e p h a g e
p l a q u e s i s o l a t e d f r o m a w a t e r s a mp l e i n t o s e r o g r o u p s I t o I V .
S e r o g r o u p s I I a n d I I I a r e m o s t f r e q u e n t l y a s s o c i a t e d w i t h h u m a n
s e w a g e , a n d s e r o g r o u p s I a n d I V w i t h a n i m a l w a s t e s . H s u e t a l .
( 1 9 9 5 ) d e v e l o p e d a m e t h o d t o t y p e p h a g e i s o l a t e s b y a g e n e
p r o b i n g m e t h o d o l o g y w h i c h s i g n i f i c a n t l y r e d u c e s t h e u n c e r t a i n t y
a n d l a b o r r e q u i r e d t o t y p e p h a g e i n c o m p a r i s o n t o t h e a n t i s e r a
-
b a s e d s e r o t y p i n g m e t h o d o l o g y . A d d i t i o n a l l y , f u r t h e r d e v e l o p m e n t s
o f t h e g e n e p r o b e p h a g e t y p i n g m e t h o d o l o g y m a y i mp r o v e t h e
c h a r a c t e r i z a t i o n o f o t h e r p h a g e s a n d c o n t r i b u t e t o o u r o v e r a l l
u n d e r s t a n d i n g o f p h a g e e c o l o g y .
T h e e f f e c t o f a w e i g h t f a c t o r i n t h e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s o f
e n v i r o n m e n t a l d a t a m a y b e e x p l o r e d f u r t h e r . M o r e f u l l y o p t i m i z e d
w e i g h t f a c t o r s c a n y i e l d c l e a r e r a n d m o r e p r e c i s e r e s u l t s , w i t h
t h e p o t e n t i a l f o r b e t t e r i n t e r p r e t a t i o n o f t h e m .
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T A B L E S
T a b l e 3
H o s t a n d A n t i b i o t i c C o m b i n a t i o n s f o r C r o s s - p l a t i n g A s s a y
P l a t e # B a c t e r i a l h o s t A n t i b i o t i c s R N A s
p l a t e
p l a t e
p l a t e
p l a t e
p l a t e
p l a t e
p l a t e
p l a t e










p l a t e 1 0
E . c o l i C
E . c o l i K 1 2 F - m i n u s
E . c o l i C 3 0 0 0
E . c o l i K 1 2 F - p l u s
E
. c o l i CN 1 3
E . c o l i F a m p
S . t y p h i m u r i u m W G 4 5
S . t y p h i m u r i u m W G 4 9
E . c o l i C 3 0 0 0
S . t y p h i m u r i u m WG 4 9
n o n e
n o n e
n o n e
n o n e
n a l i d i x i c a c i d
a mp i c i l l i n / s t r e p t o my c i n
n a l i d i x i c a c i d
n a l i d i x i c a c i d / k a n a my c i n
n o n e











i n c l u d e d e v e l o p i n g a m e t h o d t o r e a d i l y r e s o l v e w h e t h e r a p h a g e
b e l o n g s t o t h e F R N A o r t h e F D N A g r o u p a n d w h e t h e r a p h a g e
o r i g i n a t e s f r o m a n a n i m a l o r a h u m a n s o u r c e . T o d e t e r m i n e t h e
F R N A c o l i p h a g e s o u r c e , i t i s p o s s i b l e t o s e r o t y p e t h e p h a g e
p l a q u e s i s o l a t e d f r o m a w a t e r s a mp l e i n t o s e r o g r o u p s I t o I V .
S e r o g r o u p s I I a n d I I I a r e m o s t f r e q u e n t l y a s s o c i a t e d w i t h h u m a n
s e w a g e , a n d s e r o g r o u p s I a n d I V w i t h a n i m a l w a s t e s . H s u e t a l .
( 1 9 9 5 ) d e v e l o p e d a m e t h o d t o t y p e p h a g e i s o l a t e s b y a g e n e
p r o b i n g m e t h o d o l o g y w h i c h s i g n i f i c a n t l y r e d u c e s t h e u n c e r t a i n t y
a n d l a b o r r e q u i r e d t o t y p e p h a g e i n c o mp a r i s o n t o t h e a n t i s e r a
-
b a s e d s e r o t y p i n g m e t h o d o l o g y . A d d i t i o n a l l y , f u r t h e r d e v e l o p m e n t s
o f t h e g e n e p r o b e p h a g e t y p i n g m e t h o d o l o g y m a y i mp r o v e t h e
c h a r a c t e r i z a t i o n o f o t h e r p h a g e s a n d c o n t r i b u t e t o o u r o v e r a l l
u n d e r s t a n d i n g o f p h a g e e c o l o g y .
T h e e f f e c t o f a w e i g h t f a c t o r i n t h e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s o f
e n v i r o n m e n t a l d a t a m a y b e e x p l o r e d f u r t h e r . M o r e f u l l y o p t i m i z e d
w e i g h t f a c t o r s c a n y i e l d c l e a r e r a n d m o r e p r e c i s e r e s u l t s , w i t h
t h e p o t e n t i a l f o r b e t t e r i n t e r p r e t a t i o n o f t h e m .
8 9
T A B L E S
T a b l e 3
H o s t a n d A n t i b i o t i c C o m b i n a t i o n s f o r C r o s s - p l a t i n g A s s a y
P l a t e # B a c t e r i a l h o s t A n t i b i o t i c s R N A s
p l a t e
p l a t e
p l a t e
p l a t e
p l a t e
p l a t e
p l a t e
p l a t e
p l a t e












c o l i C
E . c o l i K 1 2 F - m i n u s
E . c o l i C 3 0 0 0
E . c o l i K 1 2 F - p l u s
E . c o l i C N 1 3
E . c o l i F a mp
S . t y p h i m u r i u m WG 4 5
S . t y p h i m u r i u m WG 4 9
E . c o l i C 3 0 0 0
S . t y p h i m u r i u rn WG 4 9
n o n e
n o n e
n o n e
n o n e
n a l i d i x i c a c i d
a mp i c i l l i n / s t r e p t o m y c i n
n a l i d i x i c a c i d
n a l i d i x i c a c i d / k a n a m y c i n
n o n e












T a b l e 4
S u mm a r y C o m p a r i s o n s o f C o l i p h a g e C o n c e n t r a t i o n s D e t e c t e d b y
S o m a t i c H o s t s , M a l e - s p e c i f i c H o s t s , A s s a y M e t h o d s a n d W a t e r T y p e
i n l o g i o P F U / 1 0 0 m l u n i t s ( u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d a n a l y s e s
b y L S m e a n s o p t i o n , g e n e r a l l i n e a r m o d e l s p r o c e d u r e ,
S A S - - l e a s t s q u a r e s m e a n )
S o m a t i c C o l i p h a g e H o s t s u n w e i g h t e d m e a n ( S E ) w e i g h t e d m e a n ( S E )
E . c o l i C 1 . 8 ( 0 . 1 ) 1 . 7 ( 0 . 2 )
E . c o l i C N 1 3 1 . 4 ( 0 . 1 ) 1 . 4 ( 0 . 2 )
F + C o l i p h a g e H o s t s
E . c o l i C 3 0 0 0
S . fc . W G 4 9
E
. c o l i F a m p
u n w e i g h t e d m e a n ( S E )
1 . 5 ( 0 . 1 )
1 . 0 ( 0 . 1 )
0 . 7 ( 0 . 1 )
w e i g h t e d m e a n ( S E )
1 . 5 ( 0 . 2 )
1 . 0 ( 0 . 2 )
0 . 8 ( 0 . 2 )
A s s a y M e t h o d s
S i n g l e A g a r L a y e r
F A E / D A L A g a r L a y e r
u n w e i g h t e d m e a n ( S E )
1 . 4 ( 0 . 1 )
1 . 1 ( 0 . 1 )
w e i g h t e d m e a n ( S E )
1 . 4 ( 0 . 1 )
1 . 1 ( 0 . 1 )
lA â t e r T y p e s
F r e s h W a t e r s
S a l i n e W a t e r s
u n w e i g h t e d m e a n ( S E )
1 . 1 ( 0 . 1 )
1 . 5 ( 0 . 2 )
w e i g h t e d m e a n ( S E )
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1 . 5 ( 0 . 4 )
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f o r U n w e i g h t e d a n d W e i g h t e d D a t a i n F r e s h a n d S a l i n e W a t e r s
i n l o g i o P F U / l O O m l u n i t s ( u n w e i g h t e d a n d w e i g h t e d a n a l y s i s
b y L S m e a n s o p t i o n , g e n e r a l l i n e a r m o d e l s p r o c e d u r e ,
S A S - - l e a s t s q u a r e s m e a n )
U n w e i g h t e d M e a n ( S E ) W e i g h t e d M e a n ( S E )
F r e s h W a t e r s : u n w e i g h t e d n = 8 4 w e i g h t e d n = 5 9 *
S A L 1 . 3 ( 0 . 1 ) 1 . 2 ( 0 . 2 )
F A E / D A L 0 . 9 ( 0 . 1 ) 1 . 0 ( 0 . 1 )
% R e l a t i v e R e c o v e r y 7 1 % 8 5 %
( l o g i o P F U / l O O m l )
% R e l a t i v e R e c o v e r y 4 2 % 6 6 %
( P F U / l O O m l )
S a l i n e W a t e r s u n w e i g h t e d n = 2 4 w e i g h t e d n = 1 7
S A L 1 . 6 ( 0 . 2 ) 1 . 6 ( 0 . 4 )
F A E / D A L 1 . 3 ( 0 . 2 ) 1 . 3 ( 0 . 4 )
% R e l a t i v e R e c o v e r y 8 2 % 7 8 %
( l o g i o P F U / l O O m l )
% R e l a t i v e R e c o v e r y 5 2 % 4 3 %
( P F U / l O O m l )
A l l W a t e r s u n w e i g h t e d n = 1 0 8 w e i g h t e d n = 7 6
S A L 1 . 4 ( 0 . 1 ) 1 . 4 ( 0 . 2 )
F A E / D A L 1 . 1 ( 0 . 1 ) 1 . 1 ( 0 . 2 )
% R e l a t i v e R e c o v e r y 7 7 % 8 1 %
( l o g i o P F U / l O O m l )
% R e l a t i v e R e c o v e r y 4 7 % 5 3 %
( P F U / l O O m l )
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A d a m s , M . H . B a c t e r i o p h a g e s . N e w Y o r k : W i l e y
- I n t e r s c i e n c e ,
1 9 5 9 .
A P H A
,
A WWA , W P C F . S t a n d a r d M e t h o d s f o r t h e E x a m i n a t i o n o f W a t e r
a n d W a s t e w a t e r . 1 7 t h E d i t i o n . W a s h i n g t o n , D . C . : A P H A , 1 9 8 9 .
A r m o n , R . , M . A r e l l a , a n d P . P a y m e n t .
" A H i g h l y E f f i c i e n t
S e c o n d - s t e p C o n c e n t r a t i o n T e c h n i q u e f o r B a c t e r i o p h a g e s a n d
E n t e r i c V i r u s e s U s i n g A mmo n i u m S u l f a t e a n d T w e e n 8 0 ,
" C a n a d i a n
J o u r n a l o f M i c r o b i o l o g y . 3 4 5 ( 5 ) : 6 5 1 - 5 .
B a r t l e t t , M . S .
" T h e U s e o f T r a n s f o r m a t i o n s , " B i o m e t r i c s . 3 : 3 9 -
5 2 . N e w Y o r k : W i l e y & S o n s , 1 9 4 7 .
B e l a b b e r s , E . , A . B o u g e u r m o u h , A . B e n a t a l l a h , a n d G . I l l o u l .
"
E p i d e m i c n o n
- A
,
n o n - B V i r a l H e p a t i t i s i n A l g e r i a : S t r o n g
E v i d e n c e f o r i t s S p r e a d i n g b y W a t e r ,
"
J o u r n a l o f M e d i c i n e ,
1 5 ( 3 ) : 2 5 7 - 6 3 .
B e l l , R . G .
"
T h e L i m i t a t i o n o f t h e R a t i o o f F e c a l C o l i f o r m s t o
T o t a l C o l i p h a g e a s a P o l l u t i o n I n d e x ,
" W a t e r R e s e a r c h
.
1 0 ( 8 ) : 7 4 5 -
8 . L o n d o n : P e r g a m o n P r e s s , 1 9 7 6 .
B e r g , G . , D . R . D a h l i n g , G . A . B r o w n , a n d D . B e r m a n .
" V a l i d i t y
o f F e c a l C o l i f o r m s , T o t a l C o l i f o r m s , a n d F e c a l S t r e p t o c o c c i a s
I n d i c a t o r s o f V i r u s e s i n C h l o r i n a t e d P r i m a r y S e w a g e E f f l u e n t s ,
"
A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . 3 6 ( 6 ) : 8 8 0 - 4 .
B e r g e r , P . S . a n d A r g a m a n , e d s . A s s e s s m e n t o f M i c r o b i o l o g y a n d
T u r b i d i t y S t a n d a r d s i n D r i n k i n g W a t e r . E P A
- 5 7 0 - 9 - 8 3 - 0 0 1 .
W a s h i n g t o n , D . C : U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y , 1 9 8 3 .
B i r g e , E . A . B a c t e r i a l a n d B a c t e r i o p h a g e G e n e t i c s . N e w Y o r k :
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M i c r o b i o l o g i c a l P a r a m e t e r s ,
" W a t e r S c i e n c e T e c h n o l o c r y . 2 7 ( 3 -
4 ) : 1 9 5 - 8 . L o n d o n : P e r g a m o n P r e s s , 1 9 9 3 .
C a s t i l l o
,
G . R .
,
R . T h i e r s
,
B . J . D u t k a
,
a n d A . H . E l - S h a a r a w i .
" C o l i p h a g e A s s o c i a t i o n w i t h C o l i f o r m I n d i c a t o r s : A C a s e S t u d y i n
C h i l e ,
"
T o x i c i t y A s s e s s m e n t : A n I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l
3 ( 5 ) : 5 3 5 - 5 0 . N e w Y o r k : T o x i c i t y S c i e n c e P r e s s , 1 9 8 8 .
Ch a u d h u r i , M . a n d R . S . E n g e l b r e c h t .
"
R e m o v a l o f V i r u s e s f r o m
W a t e r b y C h e m i c a l C o a g u l a t i o n a n d F l o c c u l a t i o n ,
" J o u r n a l o f
A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n 6 2 ( 8 ) : 5 6 3 - 7 . N e w Y o r k : A W WA
P r e s s , 1 9 7 0 .
C l a r k e , N . A . , G . B e r g , P . W . K a b l e r , a n d S . L . C h a n g .
" H u m a n
E n t e r i c V i r u s e s i n W a t e r : S o u r c e
,
S u r v i v a l , a n d R e m o v a b i l i t y ,
"
A d v a n c e s i n W a t e r P o l l u t i o n R e s e a r c h , v o l . 2 , 5 2 3 . N e w Y o r k :
P e r g a m o n P r e s s , 1 9 6 4 .
C l i v e r , D . O . M a n u a l o n F o o d V i r o l o g y G e n e v a : W o r l d H e a l t h
O r g a n i z a t i o n , 1 9 8 3 .
10 3
C r a m e r , W . N . , K . K a w a t a , a n d C . W . K r u s e .
" C h l o r i n a t i o n a n d
l o d i n a t i o n o f P o l i o v i r u s a n d F 2 ,
"
J o u r n a l o f W a t e r P o l l u t i o n
C o n t r o l F e d e r a t i o n 4 8 ( 1 ) : 6 1 - 7 6 . N e w Y o r k : W a t e r P o l l u t i o n
P r e s s , 1 9 7 6 .
C r a u n , G . F .
"
R e c e n t S t a t i s t i c s o f W a t e r b o r n e D i s e a s e O u t b r e a k s
( 1 9 8 1 - 8 3 ) , " W a t e r b o r n e D i s e a s e s i n t h e U n i t e d S t a t e s . B o c a
R a t o n , F l o r i d a : C R C P r e s s , 1 9 8 6 a .
C r a u n , G . F .
"
S t a t i s t i c s o f W a t e r b o r n e D i s e a s e O u t b r e a k s i n t h e
U . S . ( 1 9 2 0 - 8 0 ) , " W a t e r b o r n e D i s e a s e s i n t h e U n i t e d S t a t e s . B o c a
R a t o n
,
F l o r i d a : C R C P r e s s
,
1 9 8 6 b .
C r a u n , G . F .
" S u r f a c e W a t e r S u p p l i e s a n d H e a l t h ,
" J o u r n a l o f
A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n 8 0 ( 2 ) : 4 0 - 5 2 . N e w Y o r k : A WWA
P r e s s
,
1 9 8 8 .




M . D . S o b s e y , a n d H . A . F i e l d s .
" D e v e l o p m e n t o f a
P l a q u e A s s a y f o r a C y t o p a t h i c R a p i d l y R e p l i c a t i n g I s o l a t e o f
H e p a t i t i s A V i r u s ,
"
J o u r n a l o f M e d i c a l V i r o l o g y 2 2 ( l ) : 4 5 - 5 6 . N e w
Y o r k : M e d i c a l V i r o l o g y P r e s s , 1 9 8 7 .
C o r n a x R . , M . A . M o r i n g o , I . G . P a e z , L . J . M c C a b e , M . A . M u n o z
a n d J . J . B o r r e g o .
" A p p l i c a t i o n o f D i r e c t P l a q u e A s s a y f o r
D e t e c t i o n a n d E n u m e r a t i o n o f B a c t e r i o p h a g e s o f B a c t e r o i d e s
f r a g i l i s f r o m C o n t a m i n a t e d W a t e r S a mp l e s ,
" A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y . 5 6 : 3 1 7 0 - 7 3 . W a s h i n g t o n , D . C : A S M P r e s s , 1 9 9 0 .
C o r n a x R .
,
M o r i n g o , M . C . B a l e b o n a , D . C a s t r o a n d J . J . B o r r e g o .
" S i g n i f i c a n c e o f S e v e r a l B a c t e r i o p h a g e G r o u p s a s I n d i c a t o r s o f
S e w a g e P o l l u t i o n i n M a r i n e W a t e r s ,
" W a t e r R e s e a r c h
.
2 5 : 6 7 3 - 7 8 .
L o n d o n : P e r g a m o n P r e s s , 1 9 9 1 .
D e b a r t o l o m e i s , J . a n d V . J . C a b e l l i . " E v a l u a t i o n o f a n
E s c h e r i c h i a c o l i H o s t S t r a i n f o r E n u m e r a t i o n o f F M a l e - s p e c i f i c
B a c t e r i o p h a g e s ,
" I n f e c t i o u s I mmu n o l o g y . 3 2 : 3 8 8
- 9 3 . W a s h i n g t o n ,
D . C . ; I m mu n o l o g y P r e s s , 1 9 9 1 .
D e e t z , T . R . , E . M . S m i t h , S . M . G o y a l , C . P . G e r b a , J . J . B o l l e t
I I I
,
L . T s a i
,
H
. L . D u p o n t , a n d B . H . K e s w i c k . " O c c u r r e n c e o f
R o t a - a n d E n t e r o v i r u s e s i n D r i n k i n g a n d E n v i r o n m e n t a l W a t e r i n a
D e v e l o p i n g N a t i o n ,
" Wa t e r R e s e a r c h 1 8 ( 5 ) : 5 6 7 - 7 1 . N e w Y o r k :
W a t e r R e s e a r c h P r e s s
,
1 9 8 4 .
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D h i l l o n , T . S . , Y . S . C h a n g , S . M . S u n , a n d W . S . C h a u .
"
D i s t r i b u t i o n o f C o l i p h a g e s i n H o n g K o n g S e w a g e , A p p l i e d
M i c r o b i o l o c TY 2 0 ( 2 ) : 1 8 7 - 9 1 . W a s h i n g t o n , D . C : A S M P r e s s 1 9 7 0 .
D h i l l o n , E . K . S . a n d T . S . D h i l l o n .
" S y n t h e s i s o f I n d i c a t o r
S t r a i n s a n d D e n s i t y o f R i b o n u c l e i c A c i d C o n t a i n i n g C o l i p h a g e s i n
S e w a g e ,
" A p p l i e d M i c r o b i o l O Q v 2 7 ( 4 ) : 6 4 0
- 7 . W a s h i n g t o n , D . C :
A S M P r e s s 1 9 7 4 .
D h i l l o n , T . S . , E . K . S . D h i l l o n , H . C . C h a u , W . K . L i , a n d A . H .
T s a n g .
" S t u d i e s o n B a c t e r i o p h a g e D i s t r i b u t i o n : V i r u l e n t a n d
T e m p e r a t e B a c t e r i o p h a g e C o n t e n t o f M a m m a l i a n F e c e s ,
" A p p l i e d
E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 3 2 ( 1 ) : 6 8 - 7 4 . W a s h i n g t o n , D . C : A S M
P r e s s
,
1 9 7 6 .
D r a p e r , N . R . , a n d H . S m i t h . A p p l i e d R e g r e s s i o n A n a l y s i s . N e w
Y o r k : J o h n W i l e y & S o n s , 1 9 8 1 .
D u f o u r
,
A . P . " A 2 4 - h o u r M e m b r a n e F i l t e r P r o c e d u r e f o r
E n u m e r a t i n g E n t e r o c o c c i ,
"
A b s t r a c t s o f t h e A n n u a l M e e t i n g .
W a s h i n g t o n , D . C : A S M P r e s s , 1 9 8 0 .
E l - A b a g y , M . M . , B . J . D u t k a , a n d M . K a m e l .
" I n c i d e n c e o f
C o l i p h a g e i n P o t a b l e W a t e r S u p p l i e s ,
" A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y 5 4 ( 6 ) : 1 6 3 2 - 3 . W a s h i n g t o n , D . C : A SM P r e s s , 1 9 8 8 .
E n g e l b r e c h t , R . S .
" S o u r c e , T r e a t m e n t , a n d D i s t r i b u t i o n ,
"
P r o c e e d i n g s o f t h e W o r k s h o p o n A s s e s s m e n t o f M i c r o b i o l o c ry a n d
T u r b i d i t y S t a n d a r d s f o r D r i n k i n g W a t e r , 1 2 / 8 1 . W a s h i n g t o n , D .
C : U . S . E . P . A . P r e s s 5 7 0 - A - 8 3 - 0 0 1
,
1 9 8 3 .
E r b , P . , A . M . N a s s e r a n d B . F a t t a l .
"
D e t e c t i o n o f F +
B a c t e r i o p h a g e i n L a r g e V o l u m e s o f W a t e r b y a M e m b r a n e F i l t e r
M e t h o d ( M F M ) , " W a t e r S c i e n c e T e c h n o l o g y . 3 1 ( 5 - 6 ) : 2 1 1 - 1 4 . L o n d o n :
P e r g a m o n P r e s s , 1 9 9 5 .
F a i r , G . M . , J . C . G a y e r , a n d D . A . O k u n . W a t e r a n d W a s t e w a t e r
E n g i n e e r i n g . N e w Y o r k : J o h n W i l e y a n d S o n s , I n c . , 1 9 8 7 .
F a r r a h , S . R . " E c o l o g y o f P h a g e i n F r e s h w a t e r E n v i r o n m e n t s
" S .
M
. G o y a l , C . P . G e r b a , a n d G . B i t t o n . P h a g e E c o l o g y . N e w Y o r k ,
J o h n W i l e y a n d S o n s , 1 9 8 7 .
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F a r r a h , S . R a n d G . B i t t o n .
" M e t h o d s f o r C o n c e n t r a t i o n o f
V i r u s e s f r o m W a t e r " S . M . G o y a l , C . P . G e r b a , a n d G . B i t t o n .
P h a g e E c o l o g y . N e w Y o r k , J o h n W i l e y a n d S o n s , 1 9 8 7 .
F i n c h , G . R . , a n d N . F a i r b a i r n .
" C o mp a r a t i v e I n a c t i v a t i o n
P o l i o v i r u s T y p e 3 a n d M S
- 2 C o l i p h a g e i n D e m a n d
- F r e e P h o s p h a t e
B u f f e r b y U s i n g O z o n e ,
" A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y
5 7 ( 1 1 ) : 3 1 2 1 - 6 . W a s h i n g t o n , D . C . : A S M P r e s s , 1 9 9 1 .
F u j i o k a , R . S .
" N a t u r a l l y O c c u r r i n g F e c a l C o l i f o r m a n d F e c a l
S t r e p t o c o c c i i n H a w a i i
' s F r e s h w a t e r S t r e a m s
,
"
T o x i c i t y
A s s e s s m e n t : A n I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l 3 ( 5 ) : 6 1 3 - 3 0 .
F u r u s e , K .
" D i s t r i b u t i o n o f C o l i p h a g e s i n t h e E n v i r o n m e n t :
G e n e r a l c o n s i d e r a t i o n s ,
" P h a g e E c o l o g y . N e w Y o r k : J o h n W i l e y
a n d S o n s , 1 9 8 7 .
F u r u s e , K . , A . A n d o , S . O s a w a , a n d P W a t a n a b e .
" D i s t r i b u t i o n o f
R i b o n u c l e i c C o l i p h a g e s i n R a w S e w a g e f r o m T r e a t m e n t P l a n t s i n
J a p a n ,
" A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 4 1 ( 5 ) : 1 1 3 9 - 4 3 .
W a s h i n g t o n , D . C : A S M P r e s s , 1 9 8 1 .
F u r u s e , K . , S . O s a w a , J . K a w a s h i r o , R . T a n a k a , A . O z a w a , S .
S a w a mu r , Y . Y a n a g a w a , T . N a g a o , a n d I W a t a n a b e .
"
B a c t e r i o p h a g e
D i s t r i b u t i o n i n H u m a n F e c e s : C o n t i n u o u s S u r v e y o f H e a l t h
S u b j e c t s a n d P a t i e n t s w i t h I n t e r n a l a n d L e u k e m i c D i s e a s e s , "
J o u r n a l o f G e n e r a l V i r o l o g y 6 4 ( 9 ) : 2 0 3 9 - 4 3 .
F u r u s e , K , T . S a k u r a i , A . H i r a s h i m a , M . K a t u s u k i , A . A n d o , a n d I
W a t a n a b e . " D i s t r i b u t i o n o f R i b o n u c l e i c Co l i p h a g e s i n S o u t h a n d
E a s t A s i a , A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 3 5 ( 6 ) : 9 9 5 - 1 0 0 2 .
W a s h i n g t o n , D . C : A SM P r e s s , 1 9 7 8 .
F u r u s e , K , T . S a k u r a i , Y . I n o k u c h i , H . I n o k o , A . A n d o , a n d I .
W a t a n a b e . " D i s t r i b u t i o n o f R i b o n u c l e i c C o l i p h a g e s i n S e n e g a l ,
G h a n a a n d M a d a g a s c a r , M i c r o b i o l o g y a n d I m mu n o l o g y , 2 7 ( 4 ) : 3 4 7 - 5 8 .
W a s h i n g t o n , D . C : A S M P r e s s , 1 9 8 3 .
G e l d e n h u y s , J . C . a n d P . D . P r e t o r i u s .
" T h e O c c u r r e n c e o f
E n t e r i c V i r u s e s i n P o l l u t e d W a t e r , C o r r e l a t i o n t o I n d i c a t o r
O r g a n i s m s a n d F a c t o r s I n f l u e n c i n g T h e i r N u m b e r s ,
"
W a t e r S c i e n c e
T e c h n o l o g y . 2 1 ( 3 ) : 1 0 5 - 9 . N e w Y o r k : W i l e y P r e s s , 1 9 8 9 .
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G e n t h e , B . , R . K f i r a n d M . F r a n c k .
" M i c r o b i a l Q u a l i t y o f a
M a r i n e T i d a l P o o l ,
" W a t e r S c i e n c e T e c h n o l o g y , 3 1 ( 5 - 6 ) : 2 9 9 - 3 0 2 .
L o n d o n : P e r g a m o n P r e s s , 1 9 9 5 .
G e r b a , C . P . A p p l i e d a n d T h e o r e t i c a l A s p e c t s o f V i r u s A d s o r p t i o n
t o S u r f a c e s ,
" A p p l i e d M i c r o b i o l o g y . 3 0 : 1 3 3
- 1 6 8 . W a s h i n g t o n , D .
C . : A S M P r e s s , 1 9 8 4 .
G e r b a , C . P .
"





G o y a l , C . P . G e r b a , a n d G . B i t t o n . P h a c r e E c o l o Q y . N e w Y o r k ,
J o h n W i l e y a n d S o n s , 1 9 8 7 a .
G e r b a , C . P .
" R e c o v e r i n g V i r u s e s f r o m S e w a g e , E f f l u e n t s a n d
W a t e r
,
" M e t h o d s f o r R e c o v e r i n c r V i r u s e s f r o m t h e E n v i r o n m e n t .
B o c a R a t o n , F l o r i d a , : C R C P r e s s , 1 9 8 7 b .
G e r b a , C . P . , J . B . R o s e , a n d S . N . S i n g h .
" W a t e r b o r n e
G a s t r o e n t e r i t i s a n d V i r a l H e p a t i t i s
" C R C C r i t i c a l R e v i e w s i n
E n v i r o n m e n t a l C o n t r o l . B o c a R a t o n , F l o r i d a , : C R C P r e s s , 1 9 8 5 .
G e r b a , C . P . , a n d G . E . S c h a i b e r g e r .
" E f f e c t o f P a r t i c u l a t e s o n
V i r u s S u r v i v a l i n S e a w a t e r ,
" J o u r n a l o f W a t e r P o l l u t i o n a n d
C o n t r o l F e d e r a t i o n . 4 7 ( 1 ) : 9 3 - 1 0 3 . . N e w Y o r k : W a t e r Qu a l i t y
P r e s s , 1 9 7 5 .
G e r b a , C . P . , M . D . S o b s e y , C . W a l l i s , a n d J . L . M e l n i c k .
"
A d s o r p t i o n o f P o l i o v i r u s o n t o A c t i v a t e d C a r b o n i n W a s t e w a t e r ,
"
E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e T e c h n o l o g y . W a s h i n g t o n , D C : A S M P r e s s ,
1 9 7 5 .
G o l d f i e l d , M .
"
E p i d e m i o l o g i c a l I n d i c a t o r s f o r T r a n s m i s s i o n o f
V i r u s e s b y W a t e r .
" G . B e r g , H . L B o d i l y , E . H . L e n n e t t e , J .
M e l n i c k , a n d T . G . M e t c a l f . V i r u s e s i n W a t e r . W a s h i n g t o n , D .
C : A m e r i c a n P u b l i c H e a l t h A s s o c i a t i o n
,
1 9 7 6 .
G o y a l , S . M .
" I n d i c a t o r s o f V i r u s e s . " G . B e r g . V i r a l P o l l u t i o n
o f t h e E n v i r o n m e n t , p . 2 1 1
- 3 0 . B o c a R a t o n
,
F l o r i d a : CR C P r e s s
,
1 9 8 3 .
G o y a l , S . M .
"
M e t h o d s i n P h a g e E c o l o g y .
" S . M . G o y a l , C . P .
G e r b a , a n d G . B i t t o n . P h a g e E c o l o g y , p . 2 6 7
- 8 8 . N e w Y o r k
, J o h n
W i l e y a n d S o n s , 1 9 8 7 a .
G o y a l , S . M . , C . P . G e r b a a n d J . L . M e l n i c k . " H u m a n
E n t e r o v i r u s e s i n O y s t e r s a n d T h e i r O v e r l y i n g W a t e r s ,
" A p p l i e d a n d
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E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o c TY , 3 7 ( 3 ) : 5 7 2 - 5 8 1 . Wa s h i n g t o n , D . C :
A SM P r e s s , 1 9 7 9 .
G r a b o w , W . 0 . K . , a n d P . C o u b r o u g h .
" P r a c t i c a l D i r e c t P l a q u e
A s s a y f o r C o l i p h a g e s i n 1 0 0 m l S a m p l e s o f D r i n k i n g W a t e r ,
"
A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y , 5 2 ( 3 ) : 4 3 0
- 3 . W a s h i n g t o n , D .
C . : A S M P r e s s
,
1 9 8 6 .
G r a b o w , W . 0 . K . , V . G a u s s
- M u l l e r , 0 . W . P r o z e s k y , a n d F .
D e i n h a r d t .
"
I n a c t i v a t i o n o f H e p a t i t i s A V i r u s a n d I n d i c a t o r
O r g a n i s m s i n W a t e r b y F r e e C h l o r i n e R e s i d u a l s ,
" A p p l i e d
E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y , 4 6 ( 3 ) : 6 1 9 - 2 4 . W a s h i n g t o n , D . C . :
A S M P r e s s , 1 9 8 3 .
G u y , M . D . , a n d J . D . M c l v e r .
"
T h e R e m o v a l o f V i r u s B y a P i l o t
T r e a t m e n t P l a n t ,
" W a t e r R e s e a r c h . l l ( 5 ) : 4 2 1 - 8 . N e w Y o r k : W a t e r
R e s e a r c h P r e s s , 1 9 7 7 .
H a l l , R . M , a n d M . D . S o b s e y .
" I n a c t i v a t i o n o f H e p a t i t i s A V i r u s
a n d M S - 2 b y O z o n e a n d O z o n e
- h y d r o g e n P e r o x i d e i n B u f f e r e d W a t e r ,
"
W a t e r S c i e n c e T e c h n o l o g y , 2 7 ( 3 - 4 ) : 3 7 1 - 8 . N e w Y o r k : W a t e r
S c i e n c e P r e s s , 1 9 9 3 .
H a l v o r s u d
,
J . a n d I . O r s t a v i k . " A n E p i d e m i c o f R o t a v i r u s -
a s s o c i a t e d G a s t r o e n t e r i t i s i n N u r s i n g H o m e f o r t h e E l d e r l y ,
"
S c a n d i n a v i a n J o u r n a l o f I n f e c t i o u s D i s e a s e
,
1 2 ( 3 ) : 1 6 1 - 4 .
H a n d z e l , T . R . , R . M . G r e e n , C . S a n c h e z , H . C h u n g , a n d M . D .
S o b s e y .
"
I m p r o v e d S p e c i f i c i t y i n D e t e c t i n g F
- s p e c i f i c C o l i p h a g e s
i n E n v i r o n m e n t a l S a mp l e s b y S u p p r e s s i o n o f S o m a t i c P h a g e s ,
"
W a t e r
S c i e n c e T e c h n o l o g y , 2 7 ( 3 / 4 ) : 1 2 3 - 3 1 . N e w Y o r k : W a t e r S c i e n c e
P r e s s
,
1 9 9 3 .
H a r r i s , J . R . , M . L . C o h e n , a n d E . C . L i p p e y .
" W a t e r R e l a t e d
D i s e a s e O u t b r e a k s i n U n i t e d S t a t e s ,
" J o u r n a l o f I n f e c t i o u s
D i s e a s e , 1 4 8 ( 4 ) : 7 5 9 - 6 2 . N e w Y o r k : L a r s o n P r e s s , 1 9 8 3 .
H a v e l a a r , A . H .
" F - s p e c i f i c R N A B a c t e r i o p h a g e s a s M o d e l V i r u s e s
i n W a t e r T r e a t m e n t P r o c e s s e s . " U t r e c h t
,
N e t h e r l a n d s : S t a t e
U n i v e r s i t y o f U t r e c h t P r e s s , 1 9 8 6 .
H a v e l a a r , A . H . " B a c t e r i o p h a g e s a s M o d e l O r g a n i s m s i n W a t e r
T r e a t m e n t ,
" M i c r o b i o l o g i c a l S c i e n c e s . 4 ( 1 2 ) : 3 6 2 - 4 . L o n d o n ,
E n g l a n d : M i c r o b i o l o g i c a l P u b l i s h e r s , 1 9 8 7 .
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H a v e l a a r , A . H .
" B a c t e r i o p h a g e s a s M o d e l s o f H u m a n E n t e r i c
V i r u s e s i n t h e E n v i r o n m e n t ,
" A S M N e w s , 5 9 ( 1 2 ) : 6 1 4 - 9 . W a s h i n g t o n ,
D . C . : A S M P r e s s , 1 9 9 3 .
H a v e l a a r , A . H , K . F u r u s e , a n d W . M . H o g e b o o m .
" B a c t e r i o p h a g e s
a n d I n d i c a t o r B a c t e r i a i n H u m a n A n i m a l F e c e s , " J o u r n a l A p p l i e d
B a c t e r i o l O Q V . 6 0 ( 3 ) : 2 5 5 - 6 2 . W a s h i n g t o n , D . C : A S M P r e s s , 1 9 8 6 .




a n d W . M . H o g e b o o m .
" F a c t o r s A f f e c t i n g t h e
E n u m e r a t i o n o f C o l i p h a g e s i n S e w a g e a n d S e w a g e
- P o l l u t e d W a t e r s
,
"
A n t o n i e v a n L e e w e n h o e k , 4 9 ( 4 / 5 ) : 3 8 7 - 9 7 . U t r e c h t , N e t h e r l a n d s :
V a n D e e m t z , I n c . , 1 9 8 3 .




a n d W . M . H o g e b o o m .
" A M e t h o d f o r t h e
E n u m e r a t i o n o f M a l e - s p e c i f i c B a c t e r i o p h a g e s i n S e w a g e ,
" J o u r n a l
A p p l i e d B a c t e r i o l o c r v . 5 6 ( 3 ) : 4 3 9
- 4 7 . W a s h i n g t o n , D . C : A S M
P r e s s , 1 9 8 4 .




W . M . H o g e b o o m , a n d R . P o t .
"
F - s p e c i f i c R N A
B a c t e r i o p h a g e s i n S e w a g e : M e t h o d o l o g y a n d O c c u r r e n c e ,
" W a t e r
S c i e n c e T e c h n o l o g y . 1 7 ( B i l t h o v e n ) : 6 4 5 - 5 5 . A m s t e r d a m ,
N e t h e r l a n d s : D i e S c i e n e n t o f f , I n c . , 1 9 8 4 .




M . v a n O l p h e n , a n d Y . C . D r o s t .
"
F - s p e c i f i c R N A
B a c t e r i o p h a g e s A r e A d e q u a t e M o d e l O r g a n i s m s f o r E n t e r i c V i r u s e s
i n F r e s h W a t e r
,
" A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . 5 9 ( 9 ) : 2 9 5 6 -
6 2 . W a s h i n g t o n , D . C : A SM P r e s s . , 1 9 9 3 .




a n d W . M . H o g e b o o m .
" F - s p e c i f i c R N A
B a c t e r i o p h a g e s a s M o d e l V i r u s e s i n W a t e r H y g i e n e : E c o l o g i c a l
A s p e c t s ,
" W a t e r S c i e n c e T e c h n o l o g y . 2 0 ( 1 1 / 1 2 ) : 3 9 9 - 4 0 7 . N e w Y o r k :
W a t e r S c i e n c e P r e s s , 1 9 8 8 .
H a z e n , T .
" F e c a l C o l i f o r m s a s I n d i c a t o r s i n T r o p i c a l W a t e r : A
R e v i e w ,
"
T o x i c i t y A s s e s s m e n t : A n I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l .
3 ( 4 ) : 3 6 1 - 7 7 . N e w Y o r k : I n t e r n a t i o n a l H e a l t h S c i e n c e s P r e s s ,
1 9 8 8 .
H a z e n
,
T . C . a n d G . A . T o r a n z o s . " T r o p i c a l S o u r c e W a t e r .
" G . A .
M c F e t e r . D r i n k i n g W a t e r M i c r o b i o l o g y , p . 3 2
- 6 3 . N e w Y o r k :
S p r i n g e r
- V e r l a g , 1 9 9 0 .
H e d s t r o m , D . C . a n d E . L y c k e .
" A n E x p e r i m e n t a l S t u d y o n O y s t e r s
a s V i r u s C a r r i e r s
,
" A m e r i c a n J o u r n a l o f H y g i e n e . 7 9 : 1 3 4 - 4 4 .
W a s h i n g t o n , D . C : H e a l t h A f f a i r s P r e s s , 1 9 6 4 .
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H e j k a l , T . W . , B . K e s w i c k , R . L . L a B e l l e , C . P . G e r b a , Y .
S a n c h e z
,
G . D r e e s m a n , B . H a f k i n , a n d J . L . M e l n i c k .
" V i r u s e s i n
a C o mmu n i t y W a t e r S u p p l y A s s o c i a t e d W i t h a n O u t b r e a k o f
G a s t r o e n t e r i t i s a n d I n f e c t i o u s H e p a t i t i s ,
"
J o u r n a l o f A m e r i c a n
W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n , 7 4 ( 6 ) : 3 1 8 - 2 1 . B e l l e v u e , I l l i n o i s : A WWA
P r e s s , 1 9 8 2 .
H e r n a n d e z - D e l g a d o a n d G . A . T o r a n z o s .
" I n s i t u R e p l i c a t i o n
S t u d i e s o f S o m a t i c a n d M a l e - S p e c i f i c C o l i p h a g e s i n a T r o p i c a l
P r i s t i n e R i v e r ,
"
W a t e r S c i e n c e T e c h n o l o c f y , 3 1 ( 5 ) ; 2 4 7
- 5 0 . L o n d o n :
P e r g a m o n P r e s s , 1 9 9 5 .
H e r w a l d t , B . L . G . F . C r a u n , S . L . S t o k e s , a n d D . D . J u r a n e k .
" O u t b r e a k s o f W a t e r b o r n e D i s e a s e i n t h e U n i t e d S t a t e s : 1 9 8 9 - 9 0 , "
J o u r n a l o f A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n . 8 4 ( 4 ) : 1 2 9 - 3 5 .
B e l l e v u e
,
I l l i n o i s : A WWA P r e s s , 1 9 9 2 .
H o f f
,
J . C . a n d R . C . B e c k e r . " T h e A c c u m u l a t i o n a n d E l i m i n a t i o n
o f C r u d e a n d C l a r i f i e d P o l i o v i r u s S u s p e n s i o n s b y S h e l l f i s h ,
"
A m e r i c a n J o u r n a l o f E p i d e m i o l o Q y , 9 0 : 5 3
- 6 1 . W a s h i n g t o n , D . C :
A l c a n c a P r e s s , 1 9 6 8 .
H u r s t , C . J . , W . H . B e n t o n , a n d R . E . S t e t l e r .
" D e t e c t i n g
V i r u s e s i n W a t e r ,
"
J o u r n a l o f A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n .
8 1 ( 9 ) : 7 1 - 8 0 . B e l l e v u e , I l l i n o i s : A WWA P r e s s , 1 9 8 9 .
l A W P R C S t u d y G r o u p o n H e a l t h R e l a t e d W a t e r M i c r o b i o l o g y .
" B a c t e r i o p h a g e s a s M o d e l V i r u s e s i n W a t e r Qu a l i t y C o n t r o l ,
" W a t e r
R e s e a r c h . 2 5 ( 5 ) : 5 2 9 - 4 5 . N e w Y o r k : W a t e r Qu a l i t y P r e s s , 1 9 9 1 .
K a p l a n , J . E . , G . W . G a r y , R . C . B a r o n , N . S i n g h , L . B .
S c h o n b e r g e r , R . F e l d m a n , a n d H . B . G r e e n b e r g .
" E p i d e m i o l o g y o f
N o r w a l k G a s t r o e n t e r i t i s a n d t h e R o l e o f N o r w a l k V i r u s i n
O u t b r e a k s o f A c u t e N o n - B a c t e r i a l G a s t r o e n t e r i t i s
,
" A n n a l s o f
I n t e r n a l M e d i c i n e , 9 6 ( 6 , P a r t l ) : 4 8 4 - 7 . B o s t o n , M a s s a c h u s e t t s :
S a mp s o n M e d i c a l P r e s s , I n c . , 1 9 8 2 .
K e n a r d , R . P . , a n d R . S . V a l e n t i n e . " R a p i d D e t e r m i n a t i o n o f t h e
P r e s e n c e o f E n t e r i c B a c t e r i a i n W a t e r ,
"
A p p l i e d M i c r o b i o l o g y .
2 7 ( 3 ) : 4 8 4 : 7 . Wa s h i n g t o n , D . C : A SM P r e s s , 1 9 7 4 .







. G e r b a , H . L . D u p o n t , a n d J . B . R o s e .
"
D e t e c t i o n o f E n t e r i c V i r u s e s i n T r e a t e d D r i n k i n g Wa t e r , " A p p l i e d
E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o c rv . 4 7 ( 6 ) : 1 2 9 0 - 4 . W a s h i n g t o n ,
1 1 0
D . C . : A S M P r e s s , 1 9 8 4 .
K e s w i c k , B . H . , T . K . S a t t e r w h i t e , P . C . J o h n s o n , H . L . D u p o n t ,
S . L . S e c o r , J . B i t s u r a , G . W . G a r y , a n d J . C . H o f f .
" I n a c t i v a t i o n o f N o r w a l k V i r u s i n D r i n k i n g W a t e r b y C h l o r i n e ,
"
A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . 5 0 ( 2 ) : 2 6 1
- 4 . W a s h i n g t o n , D .
C . : A S M P r e s s , 1 9 8 5 .
K a r a t a n a k u l . A . , a n d S . O h g a k i .
"
I n d i g e n o u s C o l i p h a g e s a n d R N A
F - s p e c i f i c C o l i p h a g e s A s s o c i a t e d w i t h S u s p e n d e d S o l i d s i n t h e
A c t i v a t e d S l u d g e P r o c e s s ,
"
W a t e r S c i e n c e T e c h n o l o c r Y , 2 l ( 3 ) : 7 3 - 8 .
L o n d o n : P e r g a m o n P r e s s , 1 9 8 9 .
K h u r o o , M . S .
" S t u d y o f a n E p i d e m i c o f N o n
- A , N o n - B H e p a t i t i s ,
"
A m e r i c a n J o u r n a l o f M e d i c i n e , 6 8 ( 6 ) : 8 1 8 - 2 4 . B o s t o n : A J M P r e s s ,
1 9 8 0 .
K i m , C . K . , D . M . G e n t i l e , a n d 0 . J . S p r o u l .
" M e c h a n i s m o f O z o n e
I n a c t i v a t i o n o f B a c t e r i o p h a g e F 2 ,
" A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y . 3 9 ( l ) : 2 1 0 - 8 . W a s h i n g t o n , D . C : A SM P r e s s , 1 9 8 0 .
K l e i n b a u m
,
D a v i d G .
,
L a w r e n c e L . K u p p e r , a n d K e i t h E . M u l l e r .
A p p l i e d R e g r e s s i o n A n a l y s i s a n d O t h e r M u l t i v a r i a b l e M e t h o d s .
B e l m o n t , C a l i f o r n i a : D u x b u r y P r e s s , 1 9 8 8 .
K o t t , K .
" V i r u s e s a n d B a c t e r i o p h a g e s ,
" S c i e n c e o f t h e T o t a l
E n v i r o n m e n t
.
1 8 : 1 3 - 2 8 . W a s h i n g t o n D . C : S c i e n c e P r e s s , 1 9 8 1 .
K o t t , Y . , N . R o z e , S . S p e r b e r , a n d N . B e t z e r .
"
B a c t e r i o p h a g e s a s
V i r a l P o l l u t i o n I n d i c a t o r s
,
" W a t e r R e s e a r c h . 8 ( 3 ) : 1 6 5 - 7 1 .
L o n d o n : P e r g a m o n P r e s s , 1 9 7 4 .
L e o n g , L . Y . C .
"
R e m o v a l a n d I n a c t i v a t i o n o f V i r u s e s b y
T r e a t m e n t P r o c e s s e s f o r P o t a b l e W a t e r a n d W a s t e r W a t e r - - A
R e v i e w ,
"
W a t e r S c i e n c e T e c h n o l o g y . 1 5 : 9 1
- 1 1 4 . L o n d o n : P e r g a m o n
P r e s s , 1 9 8 3 .
L e v i n e , W . C , W . T . S t e p h e n s o n , a n d G . F . C r a u n . " W a t e r b o r n e
D i s e a s e O u t b r e a k s
,
1 9 8 6 - 8 8 ,
" M o r b i d i t y a n d M o r t a l i t y W e e k l y
R e p o r t . 3 9 ( s s - 2 ) : l - 1 3 . A t l a n t a , G e o r g i a : C e n t e r s f o r D i s e a s e
C o n t r o l
,
1 9 9 0 .
L o h , C . L . M . S . J a n g i , Y . C . H o , Y . F . N g e o w , a n d C . W . Wa n g .
"
D e v e l o p m e n t o f a F i e l d T e s t K i t f o r C o l i p h a g e D e t e c t i o n i n
I l l
N a t u r a l W a t e r s ,
" T o x i c i t y A s s e s s m e n t : A n I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l .
3 ( 5 ) : 4 5 1 - 6 0 . L o n d o n : H e a l t h S c i e n c e s P r e s s , 1 9 8 8 .
L o n g l e y , K . E . , V . P . O l i v e r i , C . W . K u r s e a n d K . K a w a t a .
" E n h a n c e m e n t o f T e r m i n a l D i s i n f e c t i o n o f W a s t e w a t e r T r e a t m e n t
S y s t e m ,
" J . F . M a l i n a a n d B . P . S a g i k , V i r u s S u r v i v a l i n W a t e r
a n d W a s t e W a t e r S y s t e m s p p . 1 6 6
- 7 9 . A u s t i n , T e x a s : U n i v e r s i t y
o f T e x a s a t A u s t i n P r e s s , 1 9 7 4 .
L y c k e , E . , J . B l o o m b e r g , G . B e r g , A . E r i k s o n , a n d L . M a d s e n .
" E p i d e m i c A c u t e D i a r r h e a i n A d u l t s A s s o c i a t e d w i t h I n f a n t i l e
G a s t r o e n t e r i t i s V i r u s ,
" L a n c e t , 2 ( 8 0 9 8 ) : 1 0 5 6 - 7 . N e w Y o r k :
L a n c e t P r e s s , 1 9 7 8 .
M a n w a r i n g , J . F . , M . C h a u d h u r i , a n d R . S . E n g e l b r e c h t .
" R e m o v a l
o f V i r u s e s b y C o a g u l a t i o n a n d F l o c c u l a t i o n ,
"
J o u r n a l o f A m e r i c a n
W a t e r W o r k s , 6 3 ( 5 ) : 2 9 8 - 3 0 0 . N e w Y o r k : J A W WA P r e s s , 1 9 7 4 .
M a r i n o
,
F . J .
,
M . A . M o r i n g o , E . M a r t i n e z
- M a n z a n e r e s a n d J . J .
B o r r e g o .
" M i c r o b i o l o g i c a l
- E p i d e m i o l o g i c a l S t u d y o f S e l e c t e d
M a r i n e B e a c h e s i n M a l a g a ( S p a i n ) ,
"
W a t e r S c i e n c e T e c h n o l o g y .
3 1 ( 5 - 6 ) : 5 - 9 . L o n d o n : P e r g a m o n P r e s s , 1 9 9 5 .
M a r t i n , S . J . T h e B i o c h e m i s t r y o f V i r u s e s . C a m b r i d g e :
U n i v e r s i t y P r e s s , 1 9 7 8 .
M a s o n
, J . 0 . a n d W . R . M c L e a n .
" I n f e c t i o u s H e p a t i t i s T r a c e d t o
C o n s u mp t i o n o f R a w O y s t e r s ,
" A m e r i c a n J o u r n a l o f H y c r i e n e , 7 5 : 9 0
-
1 1 1 .
M e l n i c k , J . L .
"
D e t e c t i o n o f V i r u s S p r e a d b y W a t e r R o u t e ,
" V .
S n o e y i n k a n d V . G r i f f i n , V i r u s a n d W a t e r Q u a l i t y : O c c u r r e n c e
a n d C o n t r o l , p p . 1 1 4 . U r b a n a
- C h a m p a i g n : U n i v e r s i t y I l l i n o i s
P r e s s , 1 9 7 1 .
M e l n i c k
,
J . L . " H u m a n E n t e r i c V i r u s e s i n S e d i m e n t s , S l u d g e s a n d
S o i l s : A n O v e r v i e w ,
" V . C . R a o a n d J . L . M e l n i c k
,
H u m a n V i r u s e s
i n S e d i m e n t s . S l u d g e s a n d S o i l s , p p . 1
- 2 . B o c a R a t o n , F l o r i d a :
C R C P r e s s
,
1 9 8 7 .
M e l n i c k , J . L . a n d C . P . G e r b a .
"
T h e E c o l o g y o f E n t e r o v i r u s e s i n
N a t u r a l W a t e r s , " C R C C r i t i c a l R e v i e w s i n E n v i r o n m e n t a l C o n t r o l .
1 0 ( l ) : 6 5 - 9 3 . B o c a R a t o n , F l o r i d a : C R C P r e s s , 1 9 8 0 .
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M e l n i c k , J . L . , C . P . G e r b a a n d C . W a l l i s . " V i r u s e s i n W a t e r , "
B u l l e t i n W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n , 5 6 ( 4 ) : 4 9 9 - 5 0 8 . G e n e v a - . W H O
P r e s s , 1 9 8 0 .
M e t c a l f , T . G . a n d W . C . S t i l e s .
"
T h e A c c u m u l a t i o n o f E n t e r i c
V i r u s b y t h e O y s t e r C r a s s o s t r e a v i r g i n i c a ,
" J o u r n a l o f I n f e c t i o u s
D i s e a s e , 1 1 5 : 6 8 - 7 6 . N e w Y o r k : I n f e c t i o u s D i s e a s e P r e s s , 1 9 6 5 .
M e t c a l f , T . G . , J . M . V a u g h n , a n d W . C . S t i l e s .
" O c c u r r e n c e o f
H u m a n V i r u s e s a n d C o l i p h a g e i n M a r i n e W a t e r s a n d S h e l l f i s h
"
M a r i n e P o l l u t i o n a n d S e a L i f e . L o n d o n : P i s h i n g N e w s , 1 9 7 2 .
M o r i n g o , M . A . , D . W h e e l e r , C . B e r r y , C . J o n e s , M . M u n o z , R .
C o r n a x , J . J . B o r r e g o .
" E v a l u a t i o n o f D i f f e r e n t B a c t e r i o p h a g e
G r o u p s a s F a e c a l i n d i c a t o r s i n C o n t a m i n a t e d N a t u r a l W a t e r s i n
S o u t h e r n E n g l a n d ,
"
W a s t e w a t e r R e s e a r c h
.
2 6 ( 3 ) : 2 6 7 - 7 1 . L o n d o n :
P e r g a m o n P r e s s , 1 9 9 2 .
M a r i n o , F . J . , M . A . M o r i n g o , E . M a r t i n e z - M a n z e n a r e s a n d J . J .
B o r r e g o .
"
M i c r o b i o l o g i c a l
- E p i d e m i o l o g i c a l S t u d y o f S e l e c t e d
M a r i n e B e a c h e s i n M a l a g a ( S p a i n ) ,
" W a t e r S c i e n c e T e c h n o l o g y . 3 1
( 5 - 6 ) : 5 - 9 . L o n d o n : P e r g a m o n P r e s s , 1 9 9 5 .
M o r r i s , R .
"
T h e E C W a t e r V i r o l o g i c a l B a t h i n g S t a n d a r d : I s I t
R e a l i s t i c ? ,
"
W a t e r S c i e n c e T e c h n o l o g y , 2 4 ( 2 ) : 4 9 - 5 2 . L o n d o n :
P e r g a m o n P r e s s , 1 9 9 1 .
M o s l e y , J . W .
"
T r a n s m i s s i o n o f V i r a l D i s e a s e s i n D r i n k i n g
W a t e r ,
"
G . B e r g , T r a n s m i s s i o n o f V i r u s e s b y t h e W a t e r R o u t e , p p .
5 - 2 3 . N e w Y o r k : J o h n W i l e y & S o n s , 1 9 6 7 .
N a t i o n a l P r i m a r y D r i n k i n g W a t e r R e g u l a t i o n s , 4 0 C F R P a r t s 1 4 1 a n d
1 4 2 ,
" F i l t r a t i o n a n d D i s i n f e c t i o n ; T u r b i d i t y , G i a r d i a l a m b l i a ,
V i r u s e s , L e g i o n e l l a , a n d H e t e r o t r o p h i c B a c t e r i a ; F i n a l R u l e ,
"
F e d e r a l R e g i s t e r . 5 4 : 1 2 4 : 2 7 4 8 6 . W a s h i n g t o n , D . C : N a t i o n a l
R e g i s t e r , 1 9 8 9 .




W . W a s s e r m a n a n d M . H . K u t n e r . A p p l i e d L i n e a r
R e g r e s s i o n M o d e l s . H o m e w o o d , I l l i n o i s : R i c h a r d D . I r w i n , 1 9 8 3 .
O mu r a , T . , M . O n u m a , J . A i z a w a , T . U m i t a a n d T . Y a g i .
" R e m o v a l
E f f i c i e n c i e s o f I n d i c a t o r M i c r o - o r g a n i s m s i n S e w a g e T r e a t m e n t
P l a n t s
,
"
W a t e r S c i e n c e T e c h n o l o g y . 2 1 (3 ) : 1 1 9
- 2 4
.
N e w Y o r k :
P e r g a m o n P r e s s , 1 9 8 9 .
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O s a w a , S . , K . F u r u s e , a n d I . W a t a n a b e .
" D i s t r i b u t i o n o f
R i b o n u c l e i c A c i d C o l i p h a g e s i n A n i m a l s ,
" A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y , 4 1 ( l ) : 1 6 4 - 8 . W a s h i n g t o n , D . C : A S M P r e s s , 1 9 8 1 .
P a r r y , O . T . , J . A . W h i t e h e a d , a n d L . T . D o w l i n g .
"
T e mp e r a t u r e
S e n s i t i v e C o l i p h a g e i n t h e E n v i r o n m e n t ,
" V i r u s e s i n W a s t e w a t e r
T r e a t m e n t , p p . 2 7 7
- 8 0
. O x f o r d : P e r g a m o n P r e s s , 1 9 8 1 .
P a y m e n t , P . , a n d R . A r m o n .
" V i r u s R e m o v a l b y D r i n k i n g W a t e r
T r e a t m e n t P r o c e s s e s , " C r i t i c a l R e v i e w s i n E n v i r o n m e n t a l C o n t r o l ,
1 9 ( 1 ) : 1 5 - 3 1 . M o n t r e a l : C a n u k P r e s s , 1 9 8 9 .
P a y m e n t , P . , A . B e r u b e , D . P e r r e a u l t , R . A r m o n a n d M . T r u d e l .
" C o n c e n t r a t i o n o f G i a r d i a l a m b l i a c y s t s , L e g i o n e l l a p n e u m o p h i l a ,
C l o s t r i d i a p e r f r i n g e n s , H u m a n E n t e r i c V i r u s , a n d C o l i p h a g e s f r o m
L a r g e V o l u m e s o f D r i n k i n g W a t e r , U s i n g a S i n g l e F i l t r a t i o n ,
"
C a n a d i a n J o u r n a l o f M i c r o b i o l o g y , 3 5 ( 1 0 ) : 9 3 2 - 3 5 . M o n t r e a l : C S M
P r e s s , 1 9 8 9 .
P a y m e n t , P . , a n d E . F r a n c o .
" C l o s t r i d i a p e r f r i n g e n s a n d S o m a t i c
C o l i p h a g e s a s I n d i c a t o r s o f t h e E f f i c i e n c y o f D r i n k i n g W a t e r
T r e a t m e n t f o r V i r u s e s a n d P r o t o z o a n C y s t s ,
"
A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y , 5 9 ( 8 ) : 2 4 1 8 - 2 4 . W a s h i n g t o n , D . C : A S M P r e s s ,
1 9 9 3 .
P a y m e n t , P . , L . R i c h a r d s o n , J . S i e m i a t y c k i , R . D e w a r , M . E d w a r d s ,
a n d E . F r a n c o . " A R a n d o m i z e d T r i a l t o E v a l u a t e t h e R i s k o f
G a s t r o i n t e s t i n a l D i s e a s e D u e C o n s u mp t i o n o f D r i n k i n g W a t e r
M e e t i n g C u r r e n t M i c r o b i o l o g i c a l S t a n d a r d s ,
" A m e r i c a n J o u r n a l o f
P u b l i c H e a l t h , 8 1 ( 6 ) : 7 0 3 - 0 8 . W a s h i n g t o n , D . C : A P H A P r e s s ,
1 9 9 1 .
P a y m e n t , P . , M . T r u d e l , a n d R . P l a n t e .
" E l i m i n a t i o n o f V i r u s e s
a n d I n d i c a t o r B a c t e r i a a t E a c h S t e p o f T r e a t m e n t D u r i n g
P r e p a r a t i o n o f D r i n k i n g Wa t e r a t S e v e n W a t e r T r e a t m e n t P l a n t s , "
A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y , 4 9 ( 6 ) : 1 4 1 8 - 2 8 . W a s h i n g t o n ,
D . C . : A S M P r e s s , 1 9 8 5 .
P r i m r o s e , S . B . , N . D . S e e l e y , K . B . L o g a n , a n d J . W . N i c o l s o n .
" M e t h o d s f o r S t u d y i n g A q u a t i c B a c t e r i o p h a g e E c o l o g y ,
" A p p l i e d
E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . W a s h i n g t o n , D . C : A SM P r e s s , 1 9 8 2 .
P u r d y , R . N . , B . N . D a n c e r , M . J . D a y , a n d D . J . S t i c k l e r . " A
N o t e o n M e m b r a n e F i l t e r M e t h o d f o r t h e C o n c e n t r a t i o n a n d
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E n u m e r a t i o n o f B a c t e r i o p h a g e s f r o m W a t e r ,
" J o u r n a l o f A p p l i e d
B a c t e r i o l o g y . 5 8 ( 2 ) : 2 3 1 - 3 . W a s h i n g t o n , D . C : A S M P r e s s , 1 9 8 5 .
R a o
,
V . C , a n d J . L . M e l n i c k . E n v i r o n m e n t a l V i r o l o c ry .
W a s h i n g t o n , D . C : A SM P r e s s , 1 9 8 6 .
R a o
,
V . C , J . M . S y m o n s , A . L i n g , P . W a n g , T . G . M e t c a l f , a n d J .
L
.
M e l n i c k . " R e m o v a l o f H e p a t i t i s A V i r u s b y D r i n k i n g W a t e r
T r e a t m e n t , J o u r n a l o f A m e r i c a n W a t e r W o r k s . 8 0 ( 2 ) : 5 9 - 6 7 .
B e l l e v u e , I l l i n o i s : J A WWA P r e s s , 1 9 8 8 .
R a t t o , A . , B . J . D u t k a , C . V e g a , C . L o p e z , a n d A . E l
- S h a a r a w i .
"
P o t a b l e W a t e r S a f e t y A s s e s s e d b y C o l i p h a g e a n d B a c t e r i a l T e s t s ,
"
W a t e r R e s e a r c h
.
2 3 ( 2 ) : 2 5 3 - 5 . O x f o r d : P e r g a m o n P r e s s , 1 9 8 9 .
R a t t o , A . , A . E l
- S h a a r a w i , B . J . D u t k a , C . L o p e z a n d C . V e g a .
" C o l i p h a g e A s s o c i a t i o n w i t h C o l i f o r m I n d i c a t o r s : A C a s e S t u d y i n
P e r u ,
"
T o x i c i t y A s s e s s m e n t : A n I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l , 3 ( 5 ) : 5 1 9 -
3 3 . L o n d o n : S c i e n c e P r e s s , 1 9 8 8 .
R e m i n g t o n , R i c h a r d D . a n d M . A . S c h o r k . S t a t i s t i c s w i t h
A p p l i c a t i o n s t o t h e B i o l o g i c a l a n d H e a l t h S c i e n c e s . E n g l e w o o d
C l i f f s , N e w J e r s e y : P r e n t i c e
- H a l l
,
1 9 8 5 .
R h o d e s , M . W . , a n d H . I . K a t o r .
"
U s e o f S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m
WG 4 9 t o E n u m e r a t e M a l e - s p e c i f i c C o l i p h a g e s i n a n E s t u a r y a n d
W a t e r s h e d S u b j e c t t o N o n p o i n t P o l l u t i o n , " W a t e r R e s e a r c h .
2 5 ( 1 1 ) : 1 3 1 5 - 2 3 . O x f o r d : P e r g a m o n P r e s s , 1 9 9 1 .




T . C . H a z e n , a n d G . A . T o r a n z o s . " I s o l a t i o n o f
F e c a l C o l i f o r m s f r o m P r i s t i n e S i t e s i n a T r o p i c a l R a i n F o r e s t ,
"
A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . 5 4 ( 2 ) : 5 1 3 - 2 7 . W a s h i n g t o n , D .
C . : A S M P r e s s
,
1 9 8 8 .
S a f e D r i n k i n g W a t e r C o mm i t t e e . " M i c r o b i o l o g y o f D r i n k i n g W a t e r ,
"
D r i n k i n g W a t e r a n d H e a l t h , p p . 6 3
- 1 3 4 . W a s h i n g t o n , D . C :
N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s , 1 9 7 7 .
S e e l e y , N . D . , a n d S . B . P r i m r o s e .
" C o n c e n t r a t i o n o f
B a c t e r i o p h a g e s f r o m N a t u r a l W a t e r s ,
" J o u r n a l o f A p p l i e d
B a c t e r i o l o g y . 4 6 ( 1 ) : 1 0 3 - 1 6 . W a s h i n g t o n , D . C : A S M P r e s s , 1 9 7 9 .
S e e l e y , N . D . , a n d S . B . P r i m r o s e .
" T h e E f f e c t o f T e mp e r a t u r e o n
t h e E c o l o g y o f A q u a t i c B a c t e r i o p h a g e s ,
"
J o u r n a l o f G e n e r a l




S . T . a n d B . J . D u t k a . " C o l i p h a g e C o u n t s : A r e T h e y
N e c e s s a r y t o M a i n t a i n D r i n k i n g
- W a t e r S a f e t y ? ,
"
M i r c e n J o u r n a l ,
3 : 2 2 3
- 6 . E n g l e w o o d , N e w J e r s e y : P r e n t i c e H a l l , 1 9 8 7 .
S i m k o v a
,
A . , a n d J . C e r v e n k a .
" C o l i p h a g e s a s E c o l o g i c a l
I n d i c a t o r s o f E n t e r o v i r u s e s i n V a r i o u s W a t e r S y s t e m s ,
"
B u l l e t i n
o f t h e W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n . 5 9 ( 4 ) : 6 1 1 - 8 . G e n e v a : W H O
P r e s s
,
1 9 8 1 .
Sm i t h , E . M . , M . K . E s t e s , D . Y . G r a h a m , a n d C . P . G e r b a .
"
A
P l a q u e A s s a y f o r t h e S i m i a n R o t a v i r u s S A l l ,
" J o u r n a l o f G e n e r a l
V i r o l o g y , 4 3 ( 3 ) : 5 1 3 - 9 . W a s h i n g t o n , D . C : A SM P r e s s , 1 9 7 9 .
S n e a d , M . C , V . P . O l i v i e r i , K . K a w a t a a n d C . W . K r u s e . " T h e
E f f e c t i v e n e s s o f C h l o r i n e R e s i d u a l s i n I n a c t i v a t i o n o f B a c t e r i a
a n d V i r u s e s I n t r o d u c e d b y P o s t
- t r e a t m e n t C o n t a m i n a t i o n ,
"
W a t e r
R e s e a r c h . 1 4 ( 5 ) : 4 0 3 - 0 8 . L o n d o n : P e r g a mo n P r e s s , 1 9 8 0 .
S n o w , J . S n o w o f C h o l e r a . N e w Y o r k : O x f o r d U n i v e r s i t y P r e s s ,
1 9 3 6 .
S o b s e y , M . D . ,
" I n a c t i v a t i o n o f H e a l t h - R e l a t e d M i c r o - o r g a n i s m s i n
W a t e r b y D i s i n f e c t i o n P r o c e s s e s ,
" W a t e r S c i e n c e T e c h n o l o c r y ,
2 1 ( 3 ) : 1 7 9 - 9 5 . O x f o r d : P e r g a m o n P r e s s , 1 9 8 9 .
S o b s e y , M . D . , D . A . B a t t a g e l l i , T h o m a s R . H a n d z e l , a n d K e l l o g g
J . S c h w a b . M a l e - S p e c i f i c C o l i p h a g e s a s I n d i c a t o r s o f V i r a l
C o n t a m i n a t i o n o f D r i n k i n g W a t e r . D e n v e r , C O : A WW A R e s e a r c h
F o u n d a t i o n a n d A m e r i c a n W a t e r w o r k s A s s o c i a t i o n , 1 9 9 5 .
S o b s e y , M . D . , T . F u j i , a n d R . M . H a l l . " I n a c t i v a t i o n o f C e l l -
A s s o c i a t e d a n d D i s p e r s e d H e p a t i t i s A V i r u s i n W a t e r ,
" J o u r n a l o f
A m e r i c a n W a t e r W o r k s
.
8 3 ( 1 1 ) : 6 4 - 6 7 . B e l l e v u e , I l l i n o i s : J A WWA
P r e s s , 1 9 9 1 .
S o b s e y , M a r k D . , a n d T h o m a s R . H a n d z e l . A n I m p r o v e d V i r a l
I n d i c a t o r s o f F e c a l C o n t a m i n a t i o n a n d T r e a t m e n t P r o c e s s
E f f i c i e n c y t o M e e t N e w E P A D r i n k i n g W a t e r R e g u l a t i o n s . C h a p e l
H i l l , N C : W a t e r R e s e a r c h I n s t i t u t e , U n i v e r s i t y o f N o r t h
C a r o l i n a
,
D e c e m b e r 1 9 9 4 .
S o b s e y , M . D . a n d J . S . G l a s s .
" I n f l u e n c e o f W a t e r Qu a l i t y o n
E n t e r i c V i r u s C o n c e n t r a t i o n b y M i c r o p o r o u s F i l t e r M e t h o d s ,
"
1 1 6
A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . 4 7 ( 5 ) : 9 5 6 - 6 0 . W a s h i n g t o n , D .
C . : A S M P r e s s , 1 9 8 4 .
S o b s e y , M . D . , K . J . S c h w a b , a n d T . R . H a n d z e l .
" A S i mp l e
M e m b r a n e F i l t e r M e t h o d t o C o n c e n t r a t e d a n d E n u m e r a t e M a l e -
s p e c i f i c R N A C o l i p h a g e s ,
" J o u r n a l o f A m e r i c a n W a t e r W o r k s ,
8 2 ( 9 ) : 5 2 - 9 . B e l l e v u e , I l l i n o i s : J A W WA P r e s s , 1 9 9 0 .
S p r o u l , 0 . J . C r i t i c a l R e v i e w o f V i r u s R e m o v a l b y C o a g u l a t i o n
P r o c e s s e s a n d p H M o d i f i c a t i o n s , E P A
- 6 0 0 / 2 - 8 0 - 0 0 4 . C i n c i n n a t i ,
O h i o : U . S . E . P . A . P r e s s , 1 9 8 0 .
S t a g g , C . H . , C . W a l l i s , a n d C . H . W a r d .
"
I n a c t i v a t i o n o f C l a y
-
A s s o c i a t e d B a c t e r i o p h a g e M S
- 2 b y C h l o r i n e ,
" A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y , 3 3 ( 2 ) : 3 8 5 - 9 1 . Wa s h i n g t o n , D . C . : A S M P r e s s , 1 9 7 7 .
S t e t l e r , R . E .
" C o l i p h a g e s a s I n d i c a t o r s o f E n t e r o v i r u s e s ,
"
A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y , 4 8 ( 3 ) : 6 8 8 - 7 0 . W a s h i n g t o n , D .
C
.
: A S M P r e s s
,
1 9 8 4 .
S t i l e s , W . C . M a s t e r s T h e s i s . U n i v e r s i t y o f N e w H a m p s h i r e : N e w
H a mp s h i r e P r e s s , 1 9 7 0 .
S u a n , S . T . , H . Y . C h u e n , a n d K . S i v a b o r v o r n .
" S o u t h e a s t A s i a n
E x p e r i e n c e w i t h t h e C o l i p h a g e T e s t ,
" T o x i c i t y A s s e s s m e n t : A n
I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l , 3 ( 5 ) : 5 5 1 - 6 4 . L o n d o n : S c i e n c e P r e s s ,
1 9 8 8 .
T a r t e r a , C . a n d J . J o f r e . " B a c t e r i o p h a g e s A c t i v e A g a i n s t
B a c t e r o i d e s f r a g i l i s i n S e w a g e - p o l l u t e d W a t e r , J o u r n a l o f
E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y , 5 3 : 1 6 3 2
- 3 7 .
T o r a n z o s
,
G . A .
,
C . P . G e r b a
,
a n d H . H a n s e n . " E n t e r i c V i r u s e s
a n d C o l i p h a g e s i n L a t i n A m e r i c a , T o x i c i t y A s s e s s m e n t : A n
I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l , 3 ( 5 ) : 4 9 1 - 5 1 0 . L o n d o n : S c i e n c e P r e s s ,
1 9 8 8 .
V a u g h n , J . M . , a n d T . G . M e t c a l f .
" C o l i p h a g e s a s I n d i c a t o r s o f
E n t e r i c V i r u s e s i n S h e l l f i s h a n d S h e l l f i s h R a i s i n g E s t u a r i n e
W a t e r s ,
" W a t e r R e s e a r c h , 9 ( 7 ) : 6 1 3 - 6 . O x f o r d : P e r g a m o n P r e s s ,
1 9 7 5 .
W e n t s e l
,
R . S .
,
P . E . O ' N e i l a n d J
.
F . K i t c h e n s . " E v a l u a t i o n o f
C o l i p h a g e D e t e c t i o n a s a R a p i d I n d i c a t o r o f W a t e r Qu a l i t y ,
"
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A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . 4 3 { 2 ) : 4 3 0 - 4 . W a s h i n g t o n , D .
C . : A S M P r e s s , 1 9 8 2 .
W i g g i n s , B . A . , a n d M . A l e x a n d e r .
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f r e s h C 3 0 0 0 1 5 11 7 3 3 3 2 6 67 100
19 f r e s h C 3 0 00 15 15 10 0 0 0 10 0
2 1 f r e s h C 3 0 00 15 1 1 13 3 3 0 7 3 3 3 13 33 100
2 2 f r e s h C 3 0 00 15 14 9 3 3 3 6 67 0 100
2 3 f r e s h C 3 0 00 15 12 2 0 0 8 0 10 0
2 4 f r e s h C 3 0 00 13 13 10 0 100
2 5 f r e s h C 3 0 00 15 7 3 3 3 2 0 6 67 10 0
2 6 f r e s h C 3 0 00 15 14 9 3 3 3 6 67 10 0
2 7 f r e s h C 3 0 00 13 12 9 2 3 1 7 6 9 10 0
2 8 f r e s h C 3 0 00 15 4 0 4 0 13 3 3 6 6 7 100
3 1 f r e s h C 3 0 00 15 3 3 3 3 6 67 4 6 6 7 13 33 100
C 30 0 0 t o t a l a l l C 3 00 0 5 34 3 3 8 3 5 14 2 6 3 3 6 55 2 6 5 9 3 5 6 10 0
E c o l i F a m p
S a m p l e
N u m b e r
H O H h o s t # i s o # s o m





# s o m
s a l
# i T i i x
o r u n k
% s o m





% s o m
s a l
% m i x
o r u n k
t o t a l
%
4 8/ 4 9/ 5 0 / 5 1 f r e s h F a m p 23 0 0 2 3 0 0 0 0 100 0 0 100
70 / 7 1/ 7 2/ 7 3 f r e s h F a m p 14 3 3 5 7 1 2 1 4 3 4 2 86 100
4 2/ 4 3/ 3 9 /6 5 f r e s h F a m p 2 8 2 8 100 0 10 0
14 4
5 4 / 54 / 6 5 fr e s h F a m p 2 4 23 9 5 8 3 4 17 10 0
3 8 /6 5 /6 6 / 5 0 fr e s h F a m p 16 15 6 2 5 9 3 7 5 10 0
7 6 /7 7 / 5 2 fr e s h F a m p 4 0 36 7 5 90 2 5 10 0
4 6/ 4 7 / 52 / 5 3/ 4 5 fr e s h F a m p 2 6 26 10 0 10 0
f r e s h F a m p 15 15 10 0 10 0
s a l t F a m p 10 50 50 10 0
f r e s h F a m p 10 0 10 0
s a l t F a m p 10 6 0 40 10 0
10 f r e s h F a m p 100 100
13 f r e s h F a m p 10 0 100
14 f r e s h F a m p 10 0 100
15 f r e s h F a m p 10 0 100
17 f r e s h F a m p 14 14 100 100
f r e s h F a m p 15 15 100 100
19 f r e s h F a m p 100 100
2 1 fr e s h F a m p 20 2 0 100 100
2 2 f r e s h F a m p 15 14 9 3 3 3 6 67 10 0
2 3 f r e s h F a m p 15 14 6 67 9 3 3 3 10 0
2 4 f r e s h F a m p 13 13 100 100
2 5 fr e s h F a m p 15 15 100 100
2 6 f r e s h F a m p 1 1 1 1 10 0 10 0
2 7 f r e s h F a m p 12 10 16 6 7 8 3 3 3 10 0
2 8 f r e s h F a m p 12 1 1 9 1 6 7 8 3 3 10 0
3 1 fr e s h F a m p 15 15 10 0 10 0
F a m p t o t a l a l l F a m p 3 80 4 9 3 2 3 12 8 9 8 5 2 1 1 10 0
S ty p h im u r i u m WG 4 9
Sa m p l e
N u m b e r
H O H h o s t # i s o # s o m
c o l i
# F
ID N A R N A
# s o m
s a l
a m ix
o r u n k
% s o m





% s o m
s a l
% m i x
o r u n k
t o t a l
%
7 0 / 7 1/ 7 2/ 7 3 fr e s h WG 4 9 3 2 0 17 0 15 6 3 2 1 8 8 9 3 8 5 3 13 10 0
4 8 / 4 9/ 5 0/ 5 1 fr e s h WG 4 9 2 8 1 9 14 2 9 0 6 7 8 6 17 8 6 10 0
4 2 /4 3 / 3 9/ 6 5 fr e s h WG 4 9 19 19 10 0 10 0
54 / 54 / 6 5 f r e s h WG 4 9 3 6 2 6 13 8 9 72 2 2 1 1 1 1 2 7 8 10 0
3 8 / 65 / 66 / 5 0 fr e s h WG 4 9 3 5 23 10 6 5 7 1 5 7 1 2 8 57 10 0
7 6 / 77 / 5 2 f r e s h WG 4 9 2 2 12 1 0 5 4 5 5 4 5 4 5 10 0











fr e s h
f r e s h
f r e s h
fr e s h
f r e s h
f r e s h
s a l t
fr e s h
s a l t
f r e s h
f r e s h
fr e s h
f r e s h
f r e s h










W G 4 9
WG 4 9
W G 4 9
WG 4 9
W G 4 9
W G 4 9













































































fr e s h
fr e s h
f r e s h
fr e s h
fr e s h
fr e s h
fr e s h
fr e s h
fr e s h
f r e s h























































3 3 3 3

















4 9 t o t a l a l l WG 4 9 50 4 14 33 9 9 2 5 4 0 9 9 2 7 8 6 7 2 6 18 2 5 10 7 1 10 0
Ph a g e I s o l a t e
C h a r a c t e r i z a t i o n
Su m m a r y
t o t a l i s o l a t e s
a s s a y e d : 14 18
h o s t
C 3 0 0 0
t o t a l
F a m p
t o t a l
W G 4 9
t o t a l




# s o m
c o h ID N A













o r u n k
19
5 4
% s o m










2 6 5 9
85
6 7 2 6
% s o m
s a l
18 2 5
% m i x










A P P E N D I X 8
U n w e i g h t e d a n d W e i g h t e d F r e s h W a t e r D A L M a l e
- S p e c i f i c H o s t
C o n c e n t r a t i o n s ( l o g i o P F U / 1 0 0 m l ) C o r r e c t e d b y C r o s s - p l a t i n g D a t a
U n w e igh te d
h o s t u n w t m e a n SE m e a n c f SE c f v a c f c r m e a n SE c r m e a n v a c r m e a n
C 3 00 0 0 97 2 0 0 53 0 23 0 0 2 66 0 0 19 0 138 0 2 59 0 03 6 0 18 9
F a m p 0 5 5 7 0 0 5 3 0 2 3 0 0 8 50 0 0 18 0 135 0 4 7 4 0 0 6 4 0 2 52
4 9 0 8 3 8 0 0 5 3 0 2 3 0 0 67 3 0 0 2 1 0 14 5 0 56 4 0 17 5 0 4 18
W e ig ht e d
h o s t w t d m e a n SE m e a n c f SE c f v a c f c r m e a n SE c r m e a n v a c r m e a n
C 30 0 0 0 9 6 9 0 0 6 8 0 2 6 1 0 26 6 0 0 19 0 13 8 0 2 5 7 0 0 3 5 0 188
F a m p 0 7 18 0 0 6 8 0 2 6 1 0 8 50 0 0 1 8 0 13 5 0 6 10 0 0 8 2 0 2 86
4 9 0 9 7 9 0 0 6 8 0 2 6 1 0 67 3 0 0 2 1 0 14 5 0 6 5 8 0 0 9 5 0 30 9
L e ge n d
A b b r e v i a t i o n s :
u n w t m e a n u n w e ig h t e d m e a n o f t h e l o g o f PF U / 1OOm L v a l u e s b y h o s t
w t d m e a n w e ig h t e d m e a n o f th e l o g o f PF U / 1OOm L v a l u e s b y h o s t
SE m e a n s t a n d a r d e r r o r o f th e u n w e i gh t e d m e a n o f th e l o g o f PF U / l OOm L v a l u e s b y h o s t
v a m e a n v a r i a n c e o f t h e u n w e i gh t e d m e a n o f t h e l o g o f P F U / l OOm L v a l u e s b y h o s t
c f c o r r e c t i o n f a c t o r a s a c t u a l p e r c e n t a g e o f c o n f i r m e d m a le - s p e c i fi c R N A c o l ip h a g e s f r o m c r o s s - p l a t i n g
SE c f s t a n d a r d e r r o r o f th e c o r r e c t i o n f a c t o r b y h o s t
v a c f s qu a r e r o o t o f t h e s t a n d a r d e r r o r o f th e c o r r e c t i o n f a c t o r by h o s t
c r m e a n c o r r e c t e d m e a n
SE c r m e a n s t a n d a r d e r r o r o f th e c o r r e c t e d D A L F + h o s t c o n c e n t r a t i o n m e a n s
v a c r m e a n v a r i a n c e o f th e c o r r e c t e d m e a n b y h o s t
C a l c u l a t i o n s :
u n w t m e a n f r o m L S M e a n s o u t p u t i n U n w e ig h t e d F r e s h W a t e r M e th o d C o m p a r i s o n A n a ly s i s
w t d m e a n fr o m L S M e a n s o u tp u t i n W e ig h t e d F r e s h W a t e r M e th o d C o m p a r i s o n A n a ly s i s
SE m e a n fr o m f r e s h w a t e r D A L A N O V A a n a ly s i s : (M SE / D F )
' ^0 5= (1 2 6 83 / 84 ) '^ 0 . 5
v a m e a n s qu a r e r o o t o f s t a n da r d e r r o r f r o m th e m e a n
c f f r o m M a l e - S pe c i f i c P h a g e I s o l a t e C ha r a c t e r i z a t i o n D a t a
SE c f c a l c u l a t e d a c c o r d i n g t o [ (p )( q)/ n ] ' ^ 0 5 s t a n da r d e r r o r c a l c u l a ti o n f o r p r o p o r t i o n s
v a c f s q u a r e r o o t o f th e s t a n d a r d e r r o r f r o m th e c o r r e c t i o n f a c t o r m e a n
c r m e a n u n w e i gh t e d h o s t m e a n f o r fr e s h D A L F + h o s t s t im e s c o r r e c t i o n fa c t o r
SE c r m e a n s u m o f (c r v a e ax / ^ l X SE c f ) a n d (c f m e a n ' ^2 X SE c r m e a n ) a l l s qu a r e r o o t e d
v a c r m e a n s qu a r e r o o t o f s t a n d a r d e r r o r f r o m t h e c f m e a n
14 7
A P P E N D I X 9
S a mp l e S A S P r o g r a m a n d O u t p u t
C o m p i l a t i o n o f O r i g i n a l D A L an d SA L P F U / 10 0 m l S amp l e D a t a b y H o st D a t a
S a m p l e W a t e r
N u m b e r T y p e M e t h o d E c o l i C E c o l i c SO E c o l i C N 13 E c o l iF a m p S t W G 4 9
V p r o c V f i l t e r V e l u e n t V r a t i o ;
d a ta o r i g u n w t
i n p u t
n u m t y p e m e t h o d e c c 3 0 n l 3 f a m p w g 4 9 v p r o c v e l u v r a t i o ;

















































































17 3 6 19 96 1 5 6 2 6 0 7 5 16 2 7 4 15 9 0 6 9
3 0 3 9 16 0 2 3 5 3 2 9 0 3 6 2 5 0 9 5 16 8 0 6 9
3 15 9 2 5 7 2 2 0 7 6 8 3 6 0 8 9 6 8 12 5 0 5 5
1 1 7 1 2 0 7 4 8 2 1 3 8 0 3 4 19 7 5 6 8
2 0 5 3 0 16 0 6 2 2 2 5 0 7 0
0 3 6 0 7 2 0 7 2 2 1 50 7 7
2 94 8 8 3 6 6 2 2 12 0 7 8
10 6 7 5 7 6 7 7 9 3 3 2 2 5 0 7 5
4 0 5 2 0 2 6 6 7 5 1 1 4 0 7 7
3 3 2 7 19 3 3 2 13 2 0 7 3




2 1 6 1
3 3 2
6 6 8 9
8 7 6







4 6 3 9
4 3 8
2 3 7
7 3 3 7 19 7 9 9 2 2 8 2 15 2 0 8 2
5 0 1 2 1 9 1 8 8 1 9 50 6 1
5 92 1 7 8 2 9 6 1 3 3 5 7 6
12 8 7 7 6 9 4 3 9 3 3 3 2 7 7 1 3 4 9 2 0 7 5 7 9
10 4 9 1 3 1 2 6 2 1 9 7 0 6 6 12 2 0 8 0
2 7 13 4 8 2 8 8 3 13 5 6 3 2 3 0 0 8 0
1 1 2 5 9 5 3 5 5 7 2 8 7 4 4 2 19 9 8 1 2 80 5 6 2 1 5 0
14 0 7 57 3 9 3 5 12 8 6 8 3 2 2 2 2 0 7 8
5 2 3 2 2 4 3 7 4 6 3 6 7 1 2 14 0 84
2 7 6 0 3 3 8 0 2 1 97 7 1 5 3 2 4 9 8 1 1 9 20 7 3
7 3 7 7 15 2 5 15 7 3 8 3 9 3 14 0 6 6 1 5 2 5 7 5
3 4 3 7 3 0 5 3 4 3 7 1 1 4 6 8 4 2 0 9 5 8 0
8 8 16 0 3 8 8 2 13 12 8 1 2 6 37 2 15 0 8 1
3 8 2 6 2 4 2 3 3 9 6 2 4 14 0 3 2 15 5 84
4 4 6 7 14 6 2 2 5 18 2 84 10 9 6 197 0 80
3 0 5 8 3 1 8 7 3 26 7 6 3 3 2 6 19 1 1 2 1 4 5 8 2
6 7 6 3 12 7 4 4 9 19 1 7 6 12 3 18 90 8 3
5 8 6 6 4 17 5 4 7 4 3 9 2 3 1 1 9 7 6 8 0 9 2 16 5 8 1
4 4 1 0 7 2 2 3 5 8 2 5 4 0 7 2 4 9 5 6 9 1 15 3 5 7 8
2 8 1 2 2 9 5 6 18 2 7 4 1 3 5 2 1 8 4 0 5 5 7 8
93 7 7 9 3 8 2 4 7 50 6 3 0 13 8 5 5 3 2 2 0 8 1
3 0 5 1 8 3 0 6 1 0 15 0 4 3 2 7 8 5 8 5
14 6 1 8 0 7 5 3 8 1 9 2 3 8 4 2 0 5 5 7 9
14 6 5 2 8 2 2 2 5 1 1 3 2 8 2 14 2 0 8 0
5 1 8 9 10 16 9 5 8 0 4 2 1 3 1 7 8 9 7 4 7 1 5 3 3 1 5
1 3 6 3 7 2 6 13 8 8 5 8 0 9 6 6 4 3 6 2 6 0 5 8 3 3 1 3 9
2 9 7 3 4 7 6 9 4 1 9 8 4 4 6 16 9 5 8 4 2 0 1 8
16 1 9 3 2 3 8 6 0 7 12 14 2 0 4 3 8 8 5 0 86 9 8 8
10 9 5 9 4 5 6 6 1 2 9 3 8 6 0 9 4 57 1 13 0 8 6 13 1 4
2 7 3 1 12 2 2 2 1 5 6 2 87 8 6 2 1 1 5 5 8 3 13 9 2
2 3 0 4
24 3 5
2 2 7 3
2 9 0 4
3 2 14




1 8 0 8
18 5 4




2 8 7 5
4 8 4 4 7 9
2 8 4 6
2 5 4 8
2 6 3
2 0 3 3
2 6 19
2 6 5 4
2 5 6 5
2 4 6 3
2 6 16
2 2 7 7
2 6 7 3
1 9 6 8
5 1 9 9
3 9 7 5
3 2 7 6
2 6 0 1
17 7 5


































3 0 4 2 13 3 6 5 4 2 6 2 4 3 2 6 6 5 8 ]
9 2 7 3 7 7 7 5 3 4 3 4 5 2 1 2 9 0 0 8 4
3 9 3 17 3 9 0 12 0 7 3 3 4 4 5 8 4
8 8 8 8 9 1 8 1 10 9 1 2 2 5 5 4 2 2 3 5 2 2 6 0
8 9 7 5 1 10 9 0 5 19 1 1 6 9 4 0 4 14 3 6 1 8 0 5
10 7 7 3 5 9 2 3 9 0 3 9 5 8 1 2 2 0 7 9
1 5 3 0 5 1 1 0 2 0 5 1 0 7 6 3 10 5 7 9
1 8 6 5 13 9 9 9 7 1 1 5 5 0 1 4 3 7 5 8 5
1 5 24 2 2 6 6 2 1 1 6 9 2 8 2 2 8 0 0 7 9
1 9 8 0 2 5 5 4 5 9 9 1 0 5 3 3 10 8 2
5 6 4 7 9 9 8 4 6 8 4 6 2 5 9 2 8 5 0 6 7
8 3 4 3 0 3 9 8 5 0 7 6 1 8 9 4 17 0 7 9
4 8 3 13 16 10 . 2 2 6 9 4 3 2 9 0 5 7 8
2 6 2 3 0 6 5 6 8 0 6 6 6 3 3 3 7 5 5 8 2
2 1 6 9 12 2 4 2 8 8 10 5 6 3 3 7 5 8 1
8 7 8 1 4 9 2 0 8 8 2 1 94 5 7 1 1 8 0 0 7 9
3 2 9
3 4 5 2
4 1 0 1
8 3 2 7 2 3
8 1 2 2 2 8
15 4 4
3 9 3
5 1 4 7
3 5 4 4
4 0 3 7
4 2 5 4
5 2 7 8
37 2 4
4 5 7 9
4 1 6 7
































2 2 1 9
1 1 52
1 6 7 9
1 2 4 1
2 1 1 8
4 5 9
3 1 5













2 3 0 8
5 6 4










1 1 0 7
1 6 9 1 3 5 0
3 4 1 2 2 5 0
14 7 2 12 5 0
19 4 1 1 5 2 5
3 3 8 1 3 30
7 6 5 1 19 0
0 5 7 1 50 0









12 6 6 9 5 1 57 3 1 9 5 0 2 8 14 4 5 8








2 3 4 9
17 8 4
14 0 2
36 2 2 2 0 2 8 6 4 7 9 3 8 2 0 0 7 2 12 3 4 2 3 1 24 9 17 13 3 0 7 1 1 8 7 3
3 7 2 2 3 17 3 17 7 13 8 7 1 6 7 3 2 0 7 0 8 2 2 5 2 4
5 6 2 2 6 2 3 3 9 1 1 6 9 6 6 2 2 34 2 13 0 8 0 26 6 3
5 7 2 2 2 2 8 2 28 12 9 4 9 5 1 3 0 4 2 0 5 0 8 3 2 4 7
6 0 2 2 6 1 0 4 3 17 1 8 2 3 2 3 8 1 1 8 9 16 4 0 6 5 2 5 2 3
6 4 2 2 10 6 6 2 6 8 6 5 10 5 8 4 2 8 3 5 7 8 0 7 5 10 4






































































































































































































































































19 4 5 9 0 5 1
15 0 6 4 10 8 17 10
19 3 5 2 6
3 8 4 5 10 9











































































































2 0 4 0 2 0 4 0 2 0 2
2 0 8 3 5 0 6 2 2 7
2 2 2 8 5 2 5 9 8 7 12 0 3 3 9 9
2 2 7 9 2 3 4 2 6 7 2 9 6 3 9
2 3 3 3 2 7 6 1 5 1 3 8 4 7
2 4 0 6 5 4 4 5 4 15 2 2 6 7
2 5 6 4 5 34 8 4 5 0 0 2 0 2 6 8 5 8
2 8 07 6 3 8 1 6 10 2 0 2 5 0 1 94
2 2 4 3 16 7 2 5 1 8 2 9 3
2 1 8 7 7 2 4 5 4 4 3
2 0 2 0 0 4 0 2 0 0 4 0 0 4
2 1 14 1 6 8 5 1 20 4 8 0 7 30 6 3
2 26 2 8 8 13 4 2 1 6 7
2 6 3 2 10 4 7 2 4 5 6
2 4 6 3 4 7 1 4 30 7 1 6 5 8 6 1 2
2 56 2 8 6 7 2 4 5 5 9 10 2 1 5 4 8
18 2 2 14 4 7 5 13 5 8 1 5 2 8
3 2 2 9 0 7 4 3 8 7 1 8 0 0 4 1 6
5 2 2 7 4 3 5 3 5 5 6 1 4 1 8 9
6 2 2 5 0 4 14 9 3 9 6 4 2 2 2 8
8 2 2 3 4 2 4 3 1 0 0 7 0 0 7
9 2 2 8 1 9 3 15 5 6 7 9 8 2 2 4
19 2 2 3 2 4 2 8 3 0 4 2 7 4 ;
r u n ;
d a t a o ri g w t e d ;
i n p u t
n u m t y p e m e t h o d e c c 3 0 n l 3 f a m p w g 4 9 v p r o c v e l u v r a t i o
























2 17 36 19 96 15 6 2 6 0 7 5 16 2 74 15 9 0 6 9 2 3 0 4
2 3 0 3 9 16 0 2 3 5 3 2 9 0 3 6 2 5 0 9 5 16 8 0 6 9 24 3 5
2 3 15 9 2 5 7 2 2 0 7 6 8 3 6 0 8 9 6 8 1 2 50 5 5 2 2 7 3
2 1 1 7 1 2 0 7 4 82 1 3 8 0 3 4 19 7 5 6 8 2 9 0 4
2 4 7 2 9 4 3 6 20 53 0 16 0 6 2 2 2 5 0 7 0 3 2 14
2 0 7 2 3 2 2 0 3 6 0 7 2 0 7 2 2 1 50 7 7 2 7 9 2
2 12 5 1 3 6 8 2 9 4 8 8 3 6 6 2 2 1 2 0 7 8 2 7 18
2 14 6 7 10 10 6 7 5 7 6 7 7 9 3 3 2 2 50 7 5 3 0
2 2 1 6 1 12 8 3 4 0 5 2 0 2 6 6 7 5 1 14 0 7 7 14 8 1
2 3 3 2 9 4 3 32 7 19 3 3 2 13 2 0 7 3 1 8 0 8
2 6 6 8 9 4 6 3 9 7 3 3 7 197 9 9 2 2 8 2 1 52 0 8 2 18 5 4
2 8 7 6 4 3 8 5 0 1 2 19 1 8 8 19 5 0 6 1 3 1 97
2 13 0 2 2 3 7 5 9 2 1 7 8 2 9 6 13 3 5 7 6 17 5 7
2 12 8 7 7 6 9 4 3 9 3 3 3 2 7 7 1 3 4 9 2 0 7 5 7 9 2 6 2 7
2 10 4 9 1 3 1 2 6 2 1 97 0 6 6 12 2 0 8 0 15 2 5
2 2 7 13 4 8 2 8 8 3 13 5 6 3 2 3 0 0 8 0 2 8 7 5
2 1 12 5 9 5 3 5 5 7 2 8 7 4 4 2 19 9 8 1 2 8 0 5 6 2 1 5 0 4 8 4 4 7 9
2 14 0 7 5 7 3 9 3 5 1 2 8 6 8 3 2 2 2 2 0 7 8 2 8 4 6
2 5 2 3 2 2 4 3 7 4 6 3 6 7 1 2 14 0 8 4 2 5 4 8
2 2 7 6 0 3 3 8 0 2 1 97 7 1 5 3 2 4 9 8 1 1 92 0 7 3 2 6 3
2 7 3 7 7 15 2 5 15 7 3 8 3 9 3 14 0 6 6 1 52 5 7 5 2 0 3 3
2 3 4 3 7 3 0 5 3 4 3 7 1 1 4 6 8 4 2 0 9 5 80 2 6 19
2 8 8 16 0 3 8 8 2 13 12 8 1 2 6 37 2 1 5 0 8 1 2 6 5 4
15 1
6 8 1 2 3 8 2 6 2 4 2 3 3 9 6 2 4 14 0 3 2 15 5 8 4 2 5 6 5
6 9 1 2 4 4 6 7 14 6 2 2 5 18 2 84 10 9 6 19 7 0 8 0 2 4 6 3
7 2 1 2 30 5 8 3 18 7 3 2 6 7 6 3 3 2 6 19 11 2 14 5 82 2 6 16
7 3 1 2 67 6 3 12 7 4 4 9 19 1 7 6 12 3 1 8 9 0 8 3 2 2 7 7
7 6 1 2 5 8 6 6 4 17 5 4 7 4 3 9 2 3 1 1 9 7 6 8 0 9 2 16 5 8 1 2 6 7 3
7 7 1 2 4 4 1 0 7 2 2 3 5 8 2 5 4 0 7 2 4 9 5 6 9 1 15 3 5 7 8 19 6 8
7 8 1 2 2 8 1 2 2 9 5 6 18 2 7 4 1 3 5 2 1 8 4 0 5 5 7 8 5 1 9 9
7 9 1 2 9 37 7 9 3 8 2 4 7 5 0 6 3 0 13 8 5 5 3 2 2 0 8 1 3 9 7 5
8 1 1 2 3 0 5 1 8 3 0 6 1 0 15 0 4 3 2 7 8 5 8 5 3 2 7 6
8 3 1 2 14 6 1 8 0 7 5 3 8 1 9 2 3 8 4 20 5 5 7 9 2 6 0 1
84 1 2 14 6 5 2 8 2 2 2 5 1 13 2 8 2 14 2 0 8 0 17 7 5
8 5 1 2 5 1 8 9 10 16 9 5 8 0 4 2 1 3 1 7 8 9 7 4 7 15 3 3 15 8 6 3 8 5 5
8 6 1 2 136 3 7 2 6 13 8 8 5 8 0 9 6 6 4 3 6 2 6 0 5 8 3 3 1 3 9
87 1 2 2 9 7 3 4 7 6 9 4 1 9 8 4 4 6 16 9 5 8 4 2 0 1 8
8 8 1 2 16 19 3 2 3 8 6 0 7 12 14 2 0 4 38 8 5 0 8 6 9 8 8
8 9 1 2 10 9 5 9 4 5 6 6 12 9 3 8 6 0 9 4 5 7 1 13 0 8 6 1 3 14
9 0 1 2 2 7 3 1 12 2 2 2 1 56 2 8 7 8 6 2 1 15 5 8 3 13 92
9 1 1 2 3 0 4 2 13 3 6 5 4 2 6 2 4 3 2 6 6 5 8 1 3 2 9
9 2 1 2 9 2 7 3 7 7 7 5 3 4 3 4 5 2 1 2 9 0 0 84 34 5 2
9 3 1 2 3 9 3 17 3 9 0 12 0 7 3 3 4 4 5 84 4 1 0 1
9 4 1 2 8 8 8 8 9 1 8 1 10 9 1 2 2 5 5 4 2 2 3 5 2 2 6 0 8 3 2 7 2 3
9 5 1 2 8 9 7 5 1 10 9 0 5 1 9 1 1 6 9 4 0 4 14 3 6 18 0 5 8 1 2 2 2 8
9 6 1 2 10 7 7 3 5 9 2 3 9 0 3 9 5 8 1 2 2 0 7 9 15 4 4
9 7 1 2 1 5 3 0 5 1 1 0 2 0 5 1 0 7 6 3 1 0 5 7 9 3 9 3
9 8 1 2 18 6 5 13 9 9 9 7 1 1 5 5 0 1 4 3 7 5 8 5 5 1 4 7
9 9 1 2 15 2 4 2 2 6 6 2 1 1 6 9 2 8 2 2 8 0 0 7 9 3 5 4 4
10 0 1 2 1 9 8 0 2 5 5 4 5 9 9 1 0 5 3 3 10 8 2 4 0 3 7
10 3 1 2 5 6 4 7 9 9 8 4 6 8 4 6 2 5 9 2 8 5 0 67 4 2 5 4
10 4 1 2 8 3 4 3 0 3 9 8 5 0 7 6 1 8 9 4 17 0 7 9 5 2 7 8
10 5 1 2 4 8 3 13 16 10 2 2 6 9 4 3 2 9 0 5 7 8 3 7 2 4
10 6 1 2 2 6 2 3 0 6 5 6 8 0 6 6 6 3 3 3 7 5 5 8 2 4 5 7 9
10 7 1 2 2 1 6 9 12 2 4 2 8 8 10 5 6 3 3 7 5 8 1 4 1 6 7
10 8 1 2 8 7 8 14 9 2 0 8 8 2 1 9 4 5 7 1 18 0 0 7 9 2 2 7 8
50 2 2 2 2 5 7 8 8 1 13 0 56 1 6 9 13 50 7 6 17 7 6
6 1 2 2 2 2 1 9 5 12 14 2 2 2 8 4 3 4 1 2 2 5 0 6 4 3 5 16
7 0 2 2 1 1 5 2 6 4 17 9 2 5 12 1 4 7 2 12 5 0 8 0 15 6 3
7 1 2 2 16 7 9 6 8 2 2 3 0 8 8 3 9 19 4 1 15 2 5 8 0 19 0 6
7 4 2 2 12 4 1 6 2 5 6 4 1 6 9 3 3 8 1 3 30 7 5 17 7 3
7 5 2 2 2 1 1 8 6 4 7 3 0 5 9 0 2 9 7 6 5 1 19 0 7 0 17
80 2 2 4 5 9 4 0 1 2 2 9 0 57 0 5 7 1 50 0 8 6 17 4 4
82 2 2 3 1 5 2 0 0 1 4 5 1 2 1 1 0 7 8 9 4 19 50 8 3 2 3 4 9
10 1 2 2 3 8 1 2 1 2 6 6 9 5 1 5 7 3 1 95 0 2 8 1 4 4 5 8 1 17 8 4
10 2 2 2 2 5 6 7 3 57 3 1 3 8 0 7 1 0 3 6 12 2 0 8 7 14 0 2
36 2 2 2 02 8 6 4 7 9 3 8 2 0 0 72 12 3 4 2 3 12 4 9 17 13 3 0 7 1 18 7 3
37 2 2 3 17 3 17 7 13 8 7 1 6 7 3 2 0 7 0 8 2 2 5 2 4
56 2 2 6 2 3 3 9 1 1 6 9 6 6 2 2 34 2 13 0 8 0 2 6 6 3
57 2 2 2 2 8 2 2 8 12 9 4 9 5 1 3 0 4 2 0 5 0 8 3 2 4 7
6 0 2 2 6 1 0 4 3 17 1 8 2 3 2 3 8 11 89 16 4 0 6 5 2 5 2 3
6 4 2 2 10 6 6 2 6 8 6 5 10 5 8 4 2 8 3 5 7 8 0 7 5 10 4
6 7 2 2 6 0 3 2 2 6 3 0 1 2 6 4 1 8 8 2 1 50 8 1 2 6 5 4





















































2 6 3 2 3 5
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1 1 8 2 3 1 2 5 0
1 2 6 5 0

















19 4 5 0 5 1 5 0
15 3
5 2 1 1 5 0 6 4 1 0 8 17 10 5 0
6 2 1 19 3 52 6 5 0
4 9 2 1 3 8 4 5 10 9 5 0
6 4 2 I 84 0 12 4 15 0 5 0
r u n ;
* P a r s i n g D a t a i n t o S e t s a n d S u b s e t s ;
d a t a o t u n w t ;
s e t o r i gu n w t ;





v a l u e = e c ;
t y p e
= ty p e ;
n u m = n u m ;
m e th o d = m e t h o d ;
v p r o c
=
v p r o c ;
l o g w t
= 1/ v p r o c ;
v a l u e 2 = l o g l O(v a lu e )
v a lu e w t = (v a l i i e 2 * ( I / v p r o c )) ;
e c l g
= l o g l O(e c ) ;
e c l g w t
= (e c l g * ( 1/ v p r o c ) ) ;
o u tp u t ;





v a l u e = n l 3 ;
t y p e
= t y p e ;
n u m = n u m ;
m e t h o d = m e t h o d ;
v p r o c
= v p r o c ;
l o gw t
= 1/v p r o c ;
v a l u e 2 = l o g l O(v a l u e ) ;
v a l u e w t = (v a l u e 2 * ( 1/ v p r o c ) ) ;
n l 3 1g
= I o g l 0 (n l 3 ) ;
n l 3 1g w t
= (n l 31g * ( l /v p r o c )) ;
o u t p u t ;





v a l u e = c 3 0 ;
t y p e
= t y p e ;
n u m = n u m ;
m e t h o d = m e t h o d ;
v p r o c
= v p r o c ;
l o gw t
= 1/ v p r o c ;
v a l u e 2 = l o g l O( v a l u e ) ;
v a l u e w t = (v a l u e 2 * ( l /v p r o c )) ;
c 3 01g
= I o g l 0 (c 3 0 ) ;
c 3 0 1g w t
= (c 3 0 1g * (l / v p r o c )) ;
o u tp u t ;
h o s t =
'
w g 4 9
'
;
v a l u e = w g 4 9 ;
t y p e
= t y p e ;
n u m = n u m ;
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m e th o d = m e t h o d ;
v p r o c
= v p r o c ;
l o g w t
= 1/ v p r o c ;
v a l u e 2 = l o g l O(v a l u e ) ;
v a lu e w t = (v a l u e 2 * ( 1/ v p r o c )) ;
w g 4 91g
= l o g l O( w g 4 9) ;
w g 4 91g w t
= = (w g 4 9 1g * ( l / v p r o c ) ) ;
o u tp u t ;
h o s t =
'
f a m p
'
;
v a l u e = f a m p ;
t y p e
= t y p e ;
n u m = n u m ;
m e t h o d = m e t h o d ;
v p r o c
= v p r o c ;
l o g w t
= l / v p r o c ;
v a l u e 2 = l o g l O(v a lu e ) ;
v a l u e w t = (v a l u e 2 * ( l / v p r o c )) ;
f a m p l g
= l o g l O(f am p ) ;
f a m p lg w t
= (f a m p lg * ( l / v p r o c )) ;
o u t p u t ;
r u n ;
d a t a m l t m w t ;
s e t o t u n w t ;
i f m e t h o d = l ;
o u t p u t ;
r u n
d a ta m 2 xm w t ;
s e t o t u n w t ;
i f n i e t h o d = 2 ;
o u tp u t ;
r u n ;
d a t a t l u n w t ;
s e t o t u n w t ;
i f t y p e
= l ;
o u t p u t ;
r u n ;
d a t a t 2 u n w t ;
s e t o t u n w t ;
i f t y p e
= 2 ;
o u t p u t ;
r u n ;
d a t a t l m l u n w t ;
s e t o t u n w t ;
i f t y p e
= l ;
i f m e t h o d = l ;
o u tp u t ;
r u n ;
1 5 5
d a t a t l m 2u n w t ;
s e t o tu n w t ;
i f t y p e
= l ;
i f i n e th o d = 2 ;
o u tp u t
n i n ;
d a t a t 2 m l u n w t ;
s e t o t u n w t ;
i f t y p e
= 2 ;
i f m e t h o d = l
o u t p u t
r u n ;
d a t a t 2 m 2u n w t ;
s e t o t u n w t ;
i f ty p e
= 2 ;
i f m e t h o d = 2 ;
o u tp u t ;
r u n ;
d a t a o t w t e d ;
s e t o r i g w t e d ;





v a l u e = e c ;
t y p e
= ty p e ;
n u m = n u m
m e t h o d = m e th o d ;
v p r o c
= v p r o c ;
l o g w t
= 1/ v p r o c ;
v a l u e 2 = l o g l O(v a lu e ) ;
v a l u e w t = (v a l u e 2 * ( l / v p r o c ));
e c l g
= l o g l O( e c )
e c l g w t
= (e c l g * ( 1/ v p r o c ) ) ;
o u t p u t ;





v a l u e = n l 3 ;
t y p e
= t y p e ;
n u i n
= n u m ;
m e t h o d = m e t h o d ;
v p r o c
=
v p r o c ;
l o g w t
= 1/v p r o c ;
v a l u e 2 = l o g l O(v a l u e ) ;
v a l u e w t = (v a l u e 2 * ( 1/ v p r o c ) ) ;
n l 3 1g
= Io g l 0 (n l 3 ) ;
n l 3 1g w t
= (n l 31g * ( l /v p r o c )) ;
o u t p u t ;





v a l u e = c 3 0 ;
t y p e
= t y p e ;
n u m = n u m ;
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m e th o d = m e t h o d ;
v p r o c
= v p r o c ;
l o g w t
= 1/ v p r o c ;
v a l u e 2= l o g l O(v a l u e ) ;
v a l u e w t = (v a l u e 2 * ( 1/ v p r o c )) ;
c 3 0 1g
= I o g l 0 ( c 3 0 ) ;
c 3 0 1g w t
= (c 3 0 1g
* ( l / v p r o c ) ) ;
o u t p u t ;
h o s t =
'
w g 4 9
'
;




= t y p e ;
n u m = n u m ;
m e t h o d = m e t h o d ;
v p r o c
=
v p r o c ;
I o gw t
= 1/v p r o c ;
v a l u e 2 = l o g l O(v a l u e ) ;
v a l u e w t = (v a l u e 2 * (l / v p r o c )) ;
w g 4 9 1g
= l o g l O ( w g 4 9 ) ;
w g 4 9 1g w t
= (w g4 91g * ( l /v p r o c )) ;
o u t p u t ;
h o s t =
'
f a m p
'
;
v a lu e = f am p ;
t y p e
= t y p e ;
n u m = n u m ;
m e th o d = m e t h o d ;
v p r o c
= v p r o c ;
l o g w t
= 1/ v p r o c ;
v a l u e 2 = l o g l O(v a l u e ) ;
v a l u e w t = (v a lu e 2 * ( l / v p r o c )) ;
f a m p l g
= l o g l O (f a m p ) ;
f a m p l gw t
= (f a m p l g * ( 1/ v p r o c ) );
o u tp u t ;
r u n ;
d a t a m l w t e d ;
s e t o t w t e d ;
i f m e t h o d = l ;
o u tp u t ;
r u n ;
da t a m 2 w t e d ;
s e t o t w t e d ;
i f m e t h o d = 2 ;
o u tp u t ;
r u n ;
d a t a t l w t e d ;
s e t o t w t e d ;
i f t y p e
= l ;
o u tp u t ;
r u n :
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d a t a t 2 w t e d ;
s e t o tw t e d ;
i f t y p e
= 2 ;
o u tp u t ;
r u n ;
d a t a t l m l w t e d ;
s e t o t w t e d ;
i f t y p e
= l ;
i f n i e t h o d = l ;
o u t p u t ;
r u n ;
d a ta t l m 2w t e d ;
s e t o t w t e d ;
i f t y p e
= l ;
i f m e t h o d = 2 ;
o u t p u t
r u n ;
d a t a t 2 m l w t e d ;
s e t o tw t e d ;
i f ty p e
= 2 ;
i f n i e t h o d = l ;
o u t p u t ;
r u n
d a t a t 2 m 2 w t e d ;
s e t o t w t e d ;
i f t y p e
= 2 ;
i f m e th o d = 2
o u tp u t ;
n m ;
p r o c g l m
d a t a = o tu n w t ;
c l a s s n u m h o s t m e t h o d t y p e ;
m o d e l v a lu e 2 = n u m h o s t / s o l u t i o n ;
c o n t r a s t
'
so m a t i c v F + h o st c o n t r a st s f o r i m w e i g ht e d a n a l y s i s
'
h o s t - 3 2 - 3 2 2 ;
c o n t r a s t
'
S A L v F A E / D A L m e t h o d c o n t r a s t f o r u n w e i g h t e d a n a l y s i s
'
m e t h o d - 1 1 ;
c o n t r a s t
'
f r e sh v sa l i n e w a t e r t y p e c o n t r a s t f o r u n w e i gh t e d a n a l y s i s
'
t y p e - 1 1 ;
t i t l e
'
u n w e i g h t e d r e g r e ss i o n f o r SA L & F A E / D A L M e th o d s a n d F r e s h & S a l i n e W a t e r s
'
r u n ;
p r o c g l m
d a t a = o t w t e d ;
w e i g h t l o g w t ;
c l a s s n u m h o s t m e t h o d t y p e ;
m o d e l v a l u e 2 = n u m h o s t / s o l u t i o n ;
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c o n t r a s t
'
s o m a t i c v F + h o s t c o n t r a s t s f o r w e i g h t e d an a l y s i s
'
h o s t - 3 2 - 3 2 2 ;
c o n tr a s t
'
S A L v F A E / D A L m e t h o d c o n t r a s t f o r w e ig h t e d a n a l y s i s
'
m e t h o d - 1 1 ;
c o n t r a s t
'
f r e s h v s a l i n e w a t e r t y p e c o n t r a s t f o r w e i g h t e d a n a ly s i s
'
t y p e
- 1 1 ;
t i t l e
'
w e ig h t e d r e g r e s s i o n f o r SA L & F A E / D A L M e t h o d s a n d F r e s h & S a l i n e W a t e r s
'
r u n ;
p r o c g l m
d a t a = t l m 2u n w t ;
c l a s s n u m h o s t m e t h o d t y p e ;
m o d e l v a lu e 2 = n u m h o s t / s o l u t i o n ;
t it l e ' u n w e ig h t e d F r e s h W a t e r D A L M e t h o d
'
;
c o n t r a s t
'
s o m a t i c v e r s u s F + h o s t c o n t r a s t s f o r i mw e i g h t e d F r e s h W a t e r D A L M et h o d
'
h o s t - 3 2 - 3 2 2 2 ;
r u n ;
p r o c g l m
d a t a = t l m 2 w t e d ;
w e i g h t l o g w t ;
c l a s s n u m h o s t m e t h o d t y p e ;
m o d e l v a l u e 2 = n u m h o s t / s o l u t i o n ;
t i t l e
'
w e i g h t e d F r e s h Wa t e r D A L M e t h o d
'
;
c o n t r a s t
'
so m a t i c v e r s u s F + h o st c o n t r a s t s f o r u n w e i gh t e d F r e s h W a t e r D A L M e t h o d
'
h o s t - 3 2 - 3 2 2 2 ;
r u n
p r o c g l m
d a t a = t 2 m 2 u n w t ;
c l a s s n u m h o s t m e t h o d t y p e ;
m o d e l v a l u e 2 = n u m h o s t / s o l u t i o n ;
t i t l e
'
u n w e i g h t e d S a l i n e W a t e r D A L M e t h o d
'
;
c o n tr a s t
'
s o m a t i c v e r s u s F + h o s t c o n tr a st s f o r u n w e i g h t e d S a l i n e W a t e r D A L M e tl i o d
'
h o s t - 3 2 - 3 2 2 2 ;
n m ;
p r o c g lm
d a ta = t 2 m 2 w t e d ;
w e i g h t l o g w t ;
c l a s s n u m h o st m e t h o d t y p e ;
m o d e l v a l u e 2 = n u m h o s t / s o l u t i o n ;
t i t l e
'
w e i g h t e d S a l i n e W a t e r D A L M e t h o d
'
;
c o n t r a s t
'
s o m a t i c v e r s u s F + h o s t c o n t r a s t s f o r u n w e i gh t e d S a l in e W a t e r D A L M e t h o d
'
h o s t - 3 2 - 3 2 2 2 ;
r u n ;
1 5 9
Sa m p l e O u t p u t
u n w e i g h t e d r e g r e s s i o n f o r SA L & F A E /D A L M e t ho d s a n d F r e s h & S a l i n e W a t e r s
1 5 : 16 T u e s d a y , N o v e m b e r 2 6 , 1 9 96
G e n e r a l L i n e a r M o d e l s P r o c e d u r e
C l a s s L e v e l I n f o r m a t i o n
C l a s s L e v e l s V a lu e s
N U M 10 8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 12 13 1 4 1 5 16 17 1 8 1 9 2 0 2 1 2 2 2 3 2 4 2 5 2 6 2 7 2 8
2 9 3 0 3 1 3 2 3 3 3 4 3 5 3 6 3 7 3 8 3 9 4 0 4 1 4 2 4 3 4 4 4 5 4 6 4 7 4 8 4 9 5 0 5 1 5 2 5 3
5 4 5 5 56 5 7 5 8 5 9 6 0 6 1 6 2 6 3 6 4 6 5 6 6 6 7 6 8 6 9 7 0 7 1 7 2 7 3 7 4 7 5 7 6 7 7 7 8
7 9 8 0 8 1 82 8 3 8 4 8 5 8 6 8 7 8 8 8 9 9 0 9 1 9 2 9 3 9 4 9 5 96 9 7 9 8 9 9 10 0 10 1 10 2
10 3 10 4 10 5 10 6 10 7 10 8
H O ST 5
ME T H O D
T Y PE 2
c 3 0 e c f a m p n l 3 w g 4 9
2 1 2
1 2
N u m b e r o f o b s e r v a t i o n s i n d a t a s e t = 8 2 5
N O T E : D u e t o m i s si n g v a l u e s , o n l y 7 17 o b s e r v a t i o n s c a n b e u s e d i n t h i s a n a ly si s
u n w e i g h t e d r e g r e ss i o n f o r S A L & F A E / D A L M e t h o d s a n d F r e s h & S a l i n e W a t e r s
1 5 : 16 T u e s d a y , N o v em b e r 2 6 , 1 9 96
G e n e r a l L i n e a r M o d e l s P r o c e du r e
D e p e n d e n t V a r i a b l e : V A L U E 2
S o u r c e D F S u m o f Sq u a r e s M e a n Sq u a r e
M o d e l 1 1 1 4 2 5 4 3 5 5 8 6 2 4 3 83 2 7 5 3 0 3
E r r o r 6 0 5 15 3 2 7 36 4 2 9 7 0 2 53 3 4 4 8 6
C o r r e c t e d T o t a l 7 16 5 7 8 7 0 9 2 2 9 2 1
F V a l u e P r > F
15 13 0 0 0 0 1
R - S q u a r e
0 7 3 5 1 46
C V
4 8 8 7 9 16
R o o t M SE
0 5 0 3 3 3 3 7 5
V A L U E 2 M e a n
1 0 2 9 7 5 1 30
So u r c e
N U M
H O ST
D F T yp e I SS M e a n Squ a r e F V a l u e P r > F
10 7 3 6 7 3 0 6 7 2 3 7 5 3 4 3 27 7 3 1 2 13 5 5 0 0 0 0 1
4 5 8 12 8 8 6 2 4 8 14 5 3 2 2 15 6 2 5 7 . 3 6 0 0 0 0 1
So u r c e
N U M
H O ST
D F T y p e 111 S S M e a n Sq u a r e F V a lu e P r > F
10 7 37 2 6 6 6 2 8 0 2 8 3 4 82 86 2 4 3 13 7 5 0 0 0 0 1
4 5 8 12 8 8 6 2 4 8 14 5 3 2 2 15 6 2 5 7 3 6 0 0 0 0 1
C o n t r a s t D F
s o m a t i c v F + h o s t c o 1
C o n t r a s t SS
2 0 0 4 2 2 17 4 5
M e a n Sq u a r e F V a l u e P r > F
2 0 0 4 2 2 17 4 5 7 9 1 1 0 0 0 0 1
w e i g h t e d r e g r e s s i o n f o r SA L & F A E /D A L M e t h o d s a n d F r e sh & Sa l i n e W a t e r s
15 : 16 T u e s d a y , N o v e m b e r 2 6 , 19 9 6
D e p e n d e n t V a ri a b l e : V A L U E 2
W e ig h t : L O G W T
S o t i r c e D F
M o d e l 10 3
E r r o r 4 3 8
C o r r e c t e d T o t a l 5 4 1
S u m o f S qu a r e s
2 0 5 0 4 4 3 6 9
0 6 0 5 5 8 7 17
2 6 56 0 3 0 8 6
M e a n Sq u a r e F V a l u e P r > F
0 0 19 9 0 7 2 2 1 4 4 0 0 0 0 0 1
0 0 0 13 8 2 6 2
R - S qu a r e
0 . 7 7 1 9 9 5
C V
3 . 2 8 50 57
R o o t M SE
0 0 37 1 8 3 5 9
V A L U E 2 M e a n
1 13 1 90 0 6 4
S o u r c e
N U M
H O ST
D F T y p e 1 S S M e a n S q u a r e F V a lu e P r > F
9 9 1 6 7 1 9 5 7 3 6 0 0 1 6 8 8 8 4 6 1 2 2 1 0 0 0 0 1
4 0 37 8 4 8 6 3 4 0 0 9 4 6 2 15 8 6 8 4 4 0 0 0 0 1
S o u r c e
N U M
H O ST
D F T yp e H I S S M e a n Squ a r e F V a l u e P r > F
9 9 1 7 3 37 3 5 6 8 0 0 17 5 12 4 8 12 6 7 0 0 0 0 1
4 0 37 8 4 8 6 3 4 0 0 94 6 2 1 5 8 6 8 4 4 0 0 0 0 1
C o n t r a s t D F
s o m a t i c v F + h o s t c o 1
C o n t r a s t SS M e a n Sq u a r e F V a l u e P r > F
0 0 2 14 0 4 9 0 0 0 2 14 0 4 9 0 1 5 4 8 0 0 0 0 1
160
